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Der pRB/E2F-Signalweg ist ein zentraler Regulator der Proliferationskontrolle in 
Säugerzellen, der in fast allen auftretenden Tumoren dereguliert ist. Durch unter-
schiedliche Mutationen in Komponenten dieses Signalwegs kommt es letzten Endes 
zu einer erhöhten Aktivität der E2F-Transkriptionsfaktoren und somit zu einer ver-
stärkten Transkription von E2F-Zielgenen in diesen Tumoren. 
Um die molekularen Mechanismen der Rolle von E2F3 in der Zellzykluskontrolle 
und der Tumorigenese besser zu verstehen, wurden in dieser Arbeit per GST-
Pulldown mit anschließender Massenspektrometrie neue potenzielle Interaktions-
partner von E2F3 identifiziert. Ein identifizierter Interaktionspartner war die SNF2-
ähnliche Helikase HELLS. HELLS interagiert in vitro und in vivo spezifisch mit der 
Marked Box-Domäne von E2F3, aber nicht mit anderen untersuchten E2F-
Transkriptionsfaktoren, wie durch GST-Interaktionsstudien und Ko-Immunpräzipi-
tationsexperimente demonstriert werden konnte. Durch Chromatin-
Immunpräzipitation konnte zusätzlich gezeigt werden, dass E2F3 für die Rekrutie-
rung von HELLS an E2F-regulierte Promotoren wie z. B. CDC6 oder p107 verant-
wortlich ist. Die shRNA-vermittelte Depletion von HELLS führte zu einer stark ver-
minderten Induktion von allen untersuchten E2F-Zielgenen nach Serumstimulation 
und einem verspäteten Eintritt in die S-Phase der HELLS-depletierten Zellen, was 
zeigt, dass HELLS essenziell für die Induktion von E2F-Zielgenen ist. 
Bei der immunhistochemischen Untersuchung der E2F3- und HELLS-Expression in 
humanen Prostatakarzinomen zeigte sich, dass sowohl E2F3 als auch HELLS in 
späten aggressiven Stadien dieser Tumore sehr stark exprimiert sind, jedoch nur 
sehr schwach in den weniger aggressiven Tumoren. 
Diese Versuche zeigen, dass es sich bei HELLS um einen neuen Bestandteil des 
pRB/E2F-Signalwegs handelt, der eventuell in der Entstehung gewisser Tumorarten 
eine Rolle spielt und somit ein neues potenzielles Ziel für neuartige Krebstherapien 
darstellt. 




The pRB/E2F pathway is a key regulator of proliferation in mammalian cells and is 
commonly mutated in human tumors. These mutations in the components of the 
pRB/E2F pathway lead to deregulated activity of the E2F transcription factors resul-
ting in increased expression of E2F target genes. 
To further understand the molecular mechanisms of E2F3 in cell cycle control and 
its role in tumorigenesis new interaction partners for E2F3 were identified in the 
course of this thesis with the help of a GST-Pulldown approach coupled to mass 
spectrometric analysis. One of the identified interaction partners was the SNF2-like 
helicase HELLS. With the help of GST-interaction studies and Co-
Immunoprecipitation assays it could be demonstrated that HELLS interacts specifi-
cally with E2F3 via its Marked Box domain but does not bind  to the other investiga-
ted E2F transcription factors. HELLS could be detected at E2F target genes like 
p107 and CDC6 in vivo with the help of Chromatin-Immunoprecipitation assays. 
Furthermore, the forced recruitment of E2F3 to E2F target genes led to an enhan-
ced binding of HELLS to these promotors suggesting that HELLS is recruited to E2F 
target genes via protein-protein interaction with E2F3. 
The shRNA-mediated depletion of HELLS led to a strongly reduced induction of E2F 
target genes and a delay in S-phase entry, showing that HELLS is essential for the 
induction of E2F target genes. 
During the immunohistochemical analysis of human prostate cancer specimens it 
became evident that both E2F3 and HELLS are strongly expressed in the more ag-
gressive late stages but only weakly expressed in the early stages of this tumor ty-
pe. 
These findings demonstrate that HELLS is a new component of the E2F/pRB 
pathway which might play a role in the development of certain tumors and might 
represent a new target for novel cancer therapies. 




Jeden Tag vollziehen sich in unserem Körper eine Vielzahl von Zellteilungen, bei 
der eine Zelle ihr Genom verdoppelt, welches anschließend auf zwei Tochterzellen 
verteilt wird. Die Entscheidung, ob und wann sich eine Zelle teilt, hängt bei mehrzel-
ligen Lebewesen vor allen Dingen von extrazellulären Stimuli, wie zum Beispiel 
Wachstumsfaktoren ab. Es ist offensichtlich, dass der Prozess der Zellteilung einer 
strengen Kontrolle bedarf, da im adulten Organismus die Zellzahl unter physiologi-
schen Bedingungen konstant gehalten werden muss. Somit ist es unerlässlich, dass 
sich im Laufe der Entwicklung ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Apoptose 
einstellt. Diese beiden Prozesse spielen nicht nur bei der Homöostase der Zellzahl, 
sondern auch bei pathologischen Prozessen, wie der Entstehung von Tumoren, 
eine wichtige Rolle. So zeigen Tumore fast immer eine Resistenz gegenüber 
proapoptotischen Stimuli und ein unkontrolliertes Zellwachstum [1] . Aus diesem 
Grund ist das molekulare Verständnis dieser Prozesse essenziell, um in Zukunft 
effektivere Therapie-möglichkeiten für maligne Erkrankungen zu entwickeln. 
 
1.1 Der Zellzyklus 
Der Zellzyklus umfasst in fast allen eukaryontischen Organismen die gleichen Pha-
sen: G1-Phase, S-Phase, G2-Phase und die Mitose (s. Abb. 1.1). Die Benennung 
der  G1- und G2-Phase (für engl. gap = Lücke) erfolgte historisch, da in dieser Phase 
weder eine messbare Neusynthese von DNA noch eine Mitose zu beobachten war. 
Die gap-Phasen dienen unter anderem als Kontrollpunkte. So arretieren Zellen in 
der G1-Phase nach DNA-Schädigung, um der Zelle zu erlauben diese Schäden zu 
beheben bevor die Zelle in die S-Phase übergeht, in der sich mögliche  
 
Abb. 1.1: Der Zellzyklus 
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Mutationen irreversibel manifestieren könnten [2] . Nach Entzug von Wachstumsfak-
toren (auch Mitogene genannt) können Zellen in die G0-Phase übergehen [3] , in der 
sie verharren können, bis sie wieder stimuliert werden und erneut in den Zellzyklus 
eintreten. Dieser arretierte Zustand, der auch als Quieszenz bezeichnet wird, ist von 
der Seneszenz zu unterscheiden, der einen nahezu irreversiblen Wachstumsarrest 
darstellt. Seneszenz kann durch viele verschiedene Faktoren wie onkogenen Stress 
[4]  oder oxidativen Stress in der Zellkultur [5]  induziert werden. Diese biologischen 
Prozesse werden unter anderem von dem so genannten pRB/E2F-Signalweg regu-
liert, wie im Folgenden genauer erläutert wird. 
 
1.2 Die Rolle des pRB/E2F-Signalwegs für den Zellzyklus und in der 
Tumorigenese 
Der pRB/E2F-Signalweg ist der zentrale Signalweg, der kontrolliert, ob eine Zelle 
aus der G0- oder G1-Phase in die S-Phase übertritt [6] . E2F als Transkriptionsfaktor 
reguliert direkt eine Vielzahl von Genen, die benötigt werden, um in die S-Phase 
überzugehen, während das Retinoblastomprotein (pRB) diese Aktivität durch Inter-
aktion mit E2F inhibieren kann (s. Abb. 1.2). Dadurch verhindert pRB in der G0-
Phase die Aktivierung von E2F-Zielgenen und wirkt somit als Tumorsuppressor [7] .  
Wird eine quieszente Zelle mit Serum induziert, kommt es durch mitogene 
Signaltransduktion zur transkriptionellen Aktivierung von Cyclinen des D-Typs [8, 9]  
und später auch der E-Typ Cycline [10] . Diese Cycline assoziieren daraufhin mit 
ihren jeweiligen cyclinabhängigen Kinasen (CDKs = engl. für cyclin-dependent kina-
ses), wobei D-Typ Cycline mit CDK4 und CDK6 [11, 12]  und E-Typ Cycline mit 
CDK2 [13]  assoziieren. Diese heterodimeren Komplexe phosphorylieren wiederum 
multiple Aminosäurereste in pRB [14, 15, 16] , wodurch die Bindung an E2F-
Proteine aufgehoben wird und diese daraufhin ihre Zielgene aktivieren können. 
Die zentrale Rolle des pRB/E2F-Signalwegs in der Zellzykluskontrolle wird in Abb. 
1.2 deutlich. Hier ist schematisch der pRB/E2F-Signalweg in stark vereinfachter 
Form dargestellt. Auffallend ist, dass sehr viele andere Signaltransduktions-
kaskaden, wie zum Beispiel der TGF-beta-Signalweg, mit dem pRB/E2F-Signalweg 
verbunden sind, so dass dieser als Integrationsplattform von all diesen Wegen dient 
und als Endpunkt für die Zellzykluskontrolle fungiert. 
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Als Mediatoren von den jeweiligen Signaltransduktionswegen fungieren sehr häufig 
kleine CDK-Inhibitoren (CKIs). Man kann diese Proteine in zwei Familien einteilen: 
die CIP-Familie und die Familie der INK4-Proteine. Die CIP-Familie (engl.: CDK 
inhibitory proteins) umfasst die Mitglieder p21CIP1, p27Kip1 und p57Kip2. Diese Proteine 
bilden mit den Cyclin-CDK-Komplexen einen ternären Komplex und inhibieren deren 
katalytische Aktivität [17, 18] . Die Mitglieder der INK4-Familie (engl.: inhibitors of 
kinase 4) hingegen, bestehend aus p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C und p19INK4D, binden 
nur an die CDK4/6-Untereinheit und verhindern die Dimerisierung mit dem entspre-
chenden Cyclin [19, 20] . 
Sowohl die Aktivierung des p53-Signalwegs, der unter anderem nach DNA-
Schädigung aktiviert wird, als auch des TGF-beta-Signalwegs führen zu einer 
transkriptionellen Aktivierung des p21CIP-Zellzyklusinhibitors [21, 22] . Dies hat zur 
Folge, dass pRB in hypophosphoryliertem Zustand vorliegt und somit die E2F-
Proteine inaktiviert werden. Ein weiterer zellulärer Prozess, bei dem der pRB/E2F-
Signalweg eine wichtige Rolle einnimmt, ist die schon zuvor kurz erwähnte Senes-
zenz. Werden primäre Zellen, z. B. embryonale Mausfibroblasten (MEFs), in Kultur 
genommen, kommt es nach wenigen Passagen bei der so genannten replikativen 
Seneszenz zur Induktion von zwei potenten Zellzyklusinhibitoren: p19Arf und dem 
INK4-Protein p16INK4A [23] . p19Arf führt über den p53-Signalweg zur Induktion von 
dem CIP-Protein p21CIP1 [24] . Die Induktion dieser beiden Zellzyklusinhibitoren führt 
schließlich zu einem stabilen Zellzyklusarrest in der G1-Phase [25] , in dem die Zel-
len arretiert sind. Diese Zellen können allerdings durch akute Inaktivierung des pRB-
Proteins wieder in den Zellzyklus gebracht werden [26] . Dies unterstreicht die zent-
rale Rolle des pRB-Proteins als Tumorsuppressor, da inzwischen bekannt ist, dass 
Seneszenz auch einen wirksamen Schutzmechanismus gegen Onkogene darstellt. 
So werden die gleichen Signaltransduktionsmechanismen auch nach der Aktivie-
rung von onkogenem RasV12 bei der prematuren Seneszenz [4]  verwendet, um die 
Zelle irreversibel zu arretieren und somit den Organismus vor der Ausbreitung die-





Abb. 1.2: Überblick über den pRB/E2F-Signalweg 
Dies erklärt, warum vermutlich alle auftretenden Tumore Mutationen in dem 
pRB/E2F-Signalweg tragen. Wie in Abb. 1.2 deutlich wird, handelt es sich bei dem 
pRB/E2F-Signalweg um einen komplexen Signaltransduktionsweg mit vielen ver-
schiedenen Komponenten. Daher ist es nicht verwunderlich, dass dieser Signalweg 
in verschiedenen Tumoren auf unterschiedliche Art und Weise dereguliert sein 
kann. Man findet z. B. häufig p16INK4A-Verlust in Melanomen [31] , Cyclin D1-
Amplifikation in Brusttumoren [32]  oder E2F3-Amplifikation in Harnblasentumoren 
[33, 34] . 
 
1.3 Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren 
Der Name der E2F-Transkriptionsfaktoren ist darauf zurückzuführen, dass sie als 
zellulärer Faktor identifiziert wurden, der an den frühen adenoviralen E2-Promotor 
bindet [35, 36] . Daher  wurde dieser infolgedessen E2F (engl.: E2 factor) benannt. 
Im Jahr 1992 wurde schließlich das erste E2F kloniert. Es wurde unabhängig von 
zwei Laboren als ein pRB-bindender Faktor durch einen yeast two hybrid screen 
identifiziert und wurde dementsprechend E2F1 genannt [37, 38] . 
Inzwischen wurden sieben weitere E2F-Transkriptionsfaktoren identifiziert, so dass 
es sich um eine ganze Familie von Transkriptionsfaktoren handelt. Sie können sich 
zum Teil sehr im Aufbau unterscheiden, aber allen gemeinsam ist das DNA-
Bindungssmotiv, das einem winged helix-Motiv ähnelt [39]  und über das sie an die 
Konsensussequenz TTTC(C/G)CGC [40]  binden (Abb. 1.3B). Die E2F-
Transkriptionsfaktoren lassen sich aufgrund ihrer bio-chemischen und funktionellen 
Eigenschaften in verschiedene Subfamilien einteilen (Abb. 1.3A). E2F1-E2F3b bil-
den die Familie der Aktivatoren, deren Aktivität für die Induktion von E2F-Zielgenen 
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benötigt wird [41] . So reicht allein die Überexpression von einem dieser Transkripti-
onsfaktoren aus, um eine Zelle aus der G0-Phase in die S-Phase zu bringen [42, 43] 
. 
E2F4 und E2F5 hingegen gehören zu der Familie der Pocket Protein-abhängigen 
Repressoren, die in der G0-Phase an die E2F-Zielgene binden und diese reprimie-
ren [44, 45] . 
Zu den Pocket Proteinen (engl.: Pocket = Tasche) gehören das schon zuvor er-
wähnte pRB sowie zwei ihm homologe Proteine: p107 und p130. Die Pocket Protei-
ne binden an die Transaktivierungsdomäne der jeweiligen E2F-
Trankriptionsfaktoren und maskieren diese (s. Abb. 1.3A). Dieser Repressionsme-
chanismus wird auch als passive Repression bezeichnet. Die letzte Gruppe, beste-
hend aus E2F6-E2F8, bilden die Pocket Protein-unabhängigen Repressoren, wel-
che ihre Repression unabhängig von assoziierten Pocket Proteinen, auf zum Teil 




Abb. 1.3: Die Familie der E2F Transkriptionsfaktoren 
A) Schematischer Aufbau der E2F-Transkriptionsfaktoren. CycA = Cyclin A-
Bindungs-domäne; DNA = DNA-Bindungsdomäne; LZ = Leucine Zipper; MBD = 
Marked Box-Domäne; TAD = Transaktivierungsdomäne; PPB = Pocket Protein-
bindende Domäne; NES = nukleäres Exportsignal B) Kristallstruktur von E2F4 
(blau) und DP2 (grün) gebunden an die DNA-Kosensussequenz TTTCGCGCG 
(Quelle: www.pdb.org). 
 
E2F7 und E2F8, die als einzige Mitglieder der E2F-Familie zwei DNA-
Bindungsdomänen besitzen, können untereinander homo- oder heterodimerisieren 
(E2F7:E2F7, E2F7:E2F8 oder E2F8:E2F8) und binden als solche auch an die DNA 
[46, 47, 48, 49] . Hingegen binden E2F1-E2F6 als Heterodimere zusammen mit 
einem ihrer Heterodimerisierungspartner DP-1 oder DP-2 (engl.: Dimerization Part-
ner) an die DNA [50, 51] . Die Dimerisierung wird sowohl von der Leucine Zipper-
Domäne als auch von der E2F-spezifischen Marked Box-Domäne vermittelt [52] . 
Die Marked Box-Domäne dient zusätzlich als Interaktionsdomäne für andere Protei-
ne und definiert dadurch zum Teil die unterschiedlichen biologischen Funktionen der 
E2F-Proteine. So ist E2F1 ein potenter Aktivator von Apoptose in Abwesenheit von 
Serum. Diese Fähigkeit, die einzigartig für E2F1 ist, hängt von einer Interaktion mit 
JAB1 ab, welche über die Marked Box-Domäne vermittelt wird [53] . Benutzt man 
ein chimäres E2F1, bei dem die E2F1-spezifische Marked Box durch die Marked 
Box von E2F3 ersetzt wurde, verliert E2F1 seine Fähigkeit Apoptose zu induzieren. 
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Dies wird auch durch Genexpressionsstudien mittels Microarrays weiter verdeut-
licht. Nach Überexpression von E2F1 oder E2F3 ergeben sich unterschiedliche 
Gensignaturen für die jeweiligen E2F-Proteine. Überexprimiert man hingegen ein 
chimäres E2F1-Protein, bei dem die Marked Box von E2F1 durch die Marked Box-
Domäne von E2F3 ersetzt wurde, erhält man die Gensignatur von E2F3 [54] . Glei-
ches gilt für die Überexpression von chimärem E2F3 mit einer Marked Box-Domäne 
von E2F1, so dass die Herkunft der Marked Box-Domäne ganz wesentlich die jewei-
lige Gensignatur bestimmt. Es wurde postuliert, dass diese Spezifität vermutlich 
durch zum Teil noch unidentifizierte Marked Box-bindende Proteine von E2F3 und 
E2F1 vermittelt wird. 
 
1.4 Die Familie der Pocket Proteine 
Das Retinoblastoma-Gen (RB) war eines der ersten Tumorsuppressorgene, das 
kloniert wurde [55]  und erhielt seinen Namen daher, dass Patienten mit einer 
Keimbahnmutation in einem der beiden RB-Allele zu fast hundertprozentiger Wahr-
scheinlichkeit beidseitige hochaggressive Retinoblastome entwickeln [56, 57] . Zu-
dem ist RB sehr häufig in sporadisch auftretenden Tumoren, wie z. B. kleinzelligen 
Lungenkarzinomen, durch Mutationen inaktiviert [58] , so dass seine tumorsuppres-
siven Eigenschaften nicht auf Retinoblastome beschränkt sind. Wie zuvor erwähnt, 
existieren p107 und p130 als zwei weitere Paraloge von pRB in Mensch und Maus. 
Im Gegensatz zu pRB findet man Mutationen in den beiden anderen Pocket Protei-
nen nur sehr selten [58, 59] , womit diese wahrscheinlich nicht als Tumorsuppresso-
ren im Menschen fungieren.  
Gemein ist allen drei Pocket Proteinen allerdings, dass sie über ihre so genannte 
Pocket-Domäne an die Transkriptionsfaktoren E2F1-E2F5 binden. Allerdings binden 
nicht alle Pocket Proteine die verschiedenen E2F-Transkriptionsfaktoren mit glei-
cher Affinität. So interagiert pRB spezifisch mit E2F1-4, p130 bindet an die repressi-
ven E2F4-5 [60, 61] , während p107 nur an E2F4 in der frühen G1/S-Phase bindet 
[62] . E2F6 bindet an keines der Pocket Proteine [63] , sondern interagiert mit Prote-
inen der Polycomb-Gruppe [64, 65] . Auch für E2F7 und E2F8 konnten keine Inter-
aktionen mit Pocket Proteinen nachgewiesen werden [47, 48] , so dass diese Fakto-






Abb. 1.4: Die Interaktionen der E2F-Transkriptionsfaktoren und Pocket-
Proteine  
Proteinineraktionen sind durch Striche dargestellt; PcG = Polycomb group 
 
1.5 Knockout-Studien über den pRB/E2F-Signalweg 
Um die biologischen Funktionen der verschiedenen E2F-Transkriptionsfaktoren und 
Pocket Proteine in vivo zu untersuchen, wurden inzwischen Knockoutmäuse für alle 
E2F-Proteine und Pocket Proteine hergestellt. Die ersten publizierten Knockout-
mäuse des pRB/E2F-Signalwegs waren die Rb-defizienten Mäuse [7, 66, 67] . Mäu-
se ohne funktionelles Rb sterben in der Embryonalentwicklung zwischen Tag E13.5 
und E15.5. Jedoch ist ein Teil dieses Phänotyps auf einen Plazentadefekt zurückzu-
führen [68] , da die konditionale Inaktivierung von Rb ausschließlich im embryonalen 
Gewebe dazu führt, dass Rb-defiziente Tiere geboren werden, die aber kurz nach 
der Geburt sterben [69] .  
Die tumorsuppressiven Eigenschaften werden in den lebensfähigen Rb+/--Mäusen 
sichtbar, da diese mit der Zeit aggressive Schilddrüsen- und Hypophysentumore 
entwickeln, wobei in den Tumoren immer das Wildtypallel inaktiviert wird [7] . Mäuse 
hingegen, denen eines der anderen beiden Pocket Proteine fehlt, sind lebensfähig 
und zeigen keine Prädisposition für Tumore , so dass diese beiden Pocket Proteine 
auch in der Maus nicht als klassische Tumorsuppressoren fungieren [70, 71] . Ge-
winnt man jedoch MEFs von Mäusen, in denen alle drei Pocket Proteine inaktiviert 
wurden, sind diese immortal [72, 73] , d. h. sie lassen sich unbegrenzt kultivieren 
und werden nicht seneszent, so dass die Pocket Proteine in der Seneszenzkontrolle 
miteinander kooperieren und dort zum Teil redundant wirken. 
Das Phänomen der Redundanz ist auch bei den E2F-Knockoutmäusen zu beobach-
ten. So sind alle Knockoutmäuse für E2F-Transkriptionsfaktoren, mit der Ausnahme 
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von E2f3-/- Mäusen, bei Geburt zunächst lebensfähig. E2f4-/- Mäuse zeigen einen 
Defekt in der Erythropoiese [74]  und E2f5-/- Mäuse leiden unter Hydrozephalus [75] 
, werden jedoch entsprechend der erwarteten Frequenz geboren. Bei dem kombi-
nierten Verlust von E2f4 und E2f5 sterben die Mäuse allerdings kurz nach der Ge-
burt [76] , so dass ein E2F in der Abwesenheit des anderen dieses kompensieren 
kann. Gleiches gilt für den Verlust von E2f7 und E2f8. Mäuse, die noch je ein Allel 
von E2F7 (E2f7+/-E2f8-/-) oder E2F8 (E2f7-/-E2f8+/-) tragen, werden noch nach der 
erwarteten Frequenz geboren. Der kombinierte Verlust von E2f7 und E2f8 jedoch, 
führt zu Letalität in der Embryonalentwicklung um E10.5 [77] . Aus diesem Grund 
müssen in der Regel alle Mitglieder einer funktionellen Subfamilie deletiert werden, 
um profunde Effekte beobachten zu können. Die einzige Ausnahme bildet hier der 
Verlust von E2F3. Dieses ist das einzige Mitglied der E2F-Familie, bei dessen Ver-
lust die Mäuse während der Embryonalentwicklung in einem reinen C57/BL6- oder 
129/Sv-Hintergrund sterben [78] . Zudem zeigen E2f3-/- MEFs als einzige einen aus-
geprägten Proliferationsdefekt. Nach Verlust von E2F3 ist die Aktivierung vieler 
E2F-Zielgene nach Seruminduktion stark vermindert, was zu einem verspäteten 
Wiedereintritt in die S-Phase bei E2f3-/- MEFs führt [78] . Ähnliche Ergebnisse zeig-
ten sich bei der Mikroinjektion von Antikörpern in REF52-Zellen. Hier konnte der 
seruminduzierte S-Phaseeintritt durch E2F3-spezifische, nicht aber durch E2F1- 
oder E2F2-spezifische, Antikörper inhibiert werden [79] . Die besonders wichtige 
Rolle von E2F3 für den pRB/E2F-Signalweg wird zudem bei Rb-/-E2f3-/- Mäusen 
offenbart [80] . Rb-/- Mäuse zeigen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen in manchen 
Geweben, wie zum Beispiel bei der sich entwickelnden Linse, einen ektopischen 
Eintritt in die S-Phase. Bei Rb-/-E2f3-/- Mäusen hingegen ist der Prozentsatz an proli-
ferativen Zellen fast genauso hoch wie bei Wildtyp-Mäusen, so dass ein großer Teil 
der Effekte von Rb-/- Mäusen mit deregulierter E2F3-Aktivität erklärt werden kann. 
Ähnliches lässt sich bei der Expression von E2F-Zielgenen in Rb-/-E2f3-/- MEFs be-
obachten: Gene, die in Rb-/- MEFs dereprimiert sind, zeigen in Rb-/-E2f3-/- MEFs eine 
Expression, die fast wieder genauso stark wie bei Wildtyp-MEFs ist (Caroline 
Schreiber, unveröffentlichte Daten). Auch in der pRb-abhängigen Tumorigenese 
spielt E2F3 eine wichtige Rolle, da Rb+/-E2f3-/-  Mäuse eine verminderte Manifestati-
on von Hypophysentumoren als Rb+/- Mäuse aufweisen [81] . Somit ist E2F3 das 
wichtigste Mitglied der E2F-Familie, welches hauptsächlich für die Aktivierung von 
E2F-Zielgenen verantwortlich ist und auch eine wichtige Rolle in der Tumorigenese 
nach Rb-Verlust übernimmt [81] . Allerdings können die beiden anderen aktivieren-
Einleitung 
17 
den E2F-Transkriptionsfaktoren (E2F1 und E2F2), wenn auch nur teilweise, den 
Verlust von E2F3 kompensieren, da MEFs in denen alle drei aktivierenden E2F-
Transkriptionsfaktoren ausgeschaltet wurden (E2f1-/-E2f2-/-E2f3-/-) einen noch 
schwereren Zellzyklusdefekt als E2f3-/--MEFs aufweisen [41] . Wie bereits erwähnt 




1.6 Der E2F3-Genlokus 
E2F3 ist das einzige bisher bekannte Mitglied der aktivierenden E2F-
Transkriptionsfaktoren, dessen Lokus für zwei Isoformen codiert: E2F3a und E2F3b 
[85, 86] . Sie kommen dadurch zustande, dass für beide Isoformen je ein erstes 






Abb. 1.5: Der E2F3 Lokus: 
Die ersten Exons von E2F3a (in rot) und E2F3b (in blau) kodieren jeweils für eine 
unterschiedliche Proteinsequenz und werden von eigenen Promotoren angetrieben 
(in der entsprechenden Farbe dargestellt). Exon 1a und 1b werden später im Pri-
märtranskript jeweils mit Exon 2 gespleißt, so dass sich E2F3a und E2F3b nur im 
ersten Exon unterscheiden. 
 
Hierdurch werden die beiden Isoformen unterschiedlich während des Zellzyklus 
exprimiert. E2F3a ist wie die anderen aktivierenden E2Fs in der S-Phase exprimiert, 
da es selbst ein E2F-Zielgen ist, während E2F3b konstitutiv, also auch in quieszen-
ten Zellen, exprimiert ist [87] . Die beiden Isoformen unterscheiden sich demzufolge 
nur im N-Terminus, sind aber absolut identisch in dem Großteil des Proteins (s. 
Abb. 1.3 und Abb. 1.5) und vermutlich übernehmen sie auch in vivo die gleichen 
Aufgaben, was durch isoformspezifische Deletionen von E2f3a oder E2f3b gezeigt 
wurde (s. weiter unten). Initial wurde vermutet, dass E2F3b als Repressor in quies-
zenten Zellen fungiert, da es hier sehr stark mit pRB interagiert [85]  und somit an-
genommen wurde, dass es zur Repression von E2F-Zielgenen beiträgt. Dies wurde 
zunächst auch durch Studien in E2f3-/- MEFs (in denen beide Isoformen ausge-
schaltet sind) gestützt, da man in quieszenten Zellen eine Induktion von p19Arf (s. 
Abb. 1.2) beobachten kann [88] . Da in quieszenten Zellen E2F3a nicht exprimiert 
wird, wurde geschlussfolgert, dass E2F3b über die Bindung an den p19Arf-Promotor 
für die Repression dieses Gens verantwortlich ist. Diese Hypothese wurde jedoch 
durch neuere Studien widerlegt, in denen isoformspezifische Knockoutmäuse ver-
wendet wurden [89, 90] . Hier konnte weder in E2f3a-/- noch in E2f3b-/- MEFs eine 
Induktion von p19Arf beobachtet werden, so dass es sich bei der p19Arf-Induktion in 
E2f3-/- MEFs wahrscheinlich um einen sekundären Effekt handelt, da p19Arf durch 
verschiedene Formen von Zellstress induziert werden kann [91] . In quieszenten 
E2f3b-/- MEFs ist auch keine Derepression anderer E2F-Zielgene zu beobachten 
und somit fungiert E2f3b nicht als Repressor von E2F-Zielgenen. Mit Hilfe dieser 
isoformspezifischen Knockoutmäuse konnte zudem gezeigt werden, dass beide 
Isoformen zu der Aktivierung von E2F-Zielgenen beitragen. Sowohl E2f3a-/- MEFs 
als auch E2f3b-/- MEFs weisen eine verminderte Induktion von E2F-Zielgenen und 
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einen verspäteten S-Phaseeintritt auf [90, 92] . Demzufolge sind E2F3a und E2F3b 
nötig, um eine ausreichende Induktion von E2F-Zielgenen für den Eintritt in die S-




Um die biologischen Funktionen der E2F-Transkriptionsfaktoren weiter zu verste-
hen, wurden in den letzten Jahren mit Hilfe genomweiter Ansätze eine Vielzahl von 
neuen Zielgenen identifiziert. Dies wurde zunächst mit Hilfe von Expressionsstudien 
per Microarray-Analyse nach Überexpression von einem der aktivierenden E2F-
Transkriptionsfaktoren erreicht [93, 94] . Bei diesem Ansatz kann man allerdings 
keine direkten von indirekten E2F-Zielgenen unterscheiden und zudem ist die Über-
expression ein sehr unphysiologisches System. Eine Technik, die diese Probleme 
umgeht, ist die ChIP-on-Chip-Technologie. Nach einer Chromatin-
Immunpräzipitation (ChIP) wird die immunpräzipitierte DNA für die Hybridisierung 
auf einem Microarray verwendet, wodurch genomische Regionen ermittelt werden 
können, an die ein Transkriptionsfaktor bindet. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnten in 
den letzten Jahren viele verschiedene E2F-regulierte Gene identifiziert werden [95, 
96, 97, 98] . E2F-Transkriptionsfaktoren regulieren jedoch nicht nur proteinkodie-
rende Gene, da kürzlich die erste E2F3-regulierte miRNA beschrieben  wurde [99] . 
Hierbei handelt es sich interessanterweise um einen negativen Rückkopplungsme-
chanismus, da diese miRNA wiederum E2F3 herunterreguliert. 
Bei den direkten proteinkodierenden E2F-Zielgenen, deren Anzahl sich inzwischen 
um ca. 1000 bewegt [100] , sind Gene zu finden, die bei den verschiedensten 
biologischen Prozessen wie Zellzyklus, Mitose, DNA-Reparatur oder auch Apoptose 
eine wichtige Rolle spielen. Somit regulieren E2F-Transkriptionsfaktoren nicht nur 
den Zellzyklus, sondern ein weites Spektrum an biologischen Prozessen. 
 
1.8 E2Fs und Chromatinregulation 
Die DNA in Eukaryonten liegt nicht nackt vor, sondern ist um Histone gewickelt. 
DNA und Histone bilden zusammen das Nukleosom, bei dem ca. 146 Basenpaare 
von DNA um ein Histonoktamer gewickelt sind. Das Histonoktamer besteht aus je 
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zwei Histonen H2A, zwei Histonen H2B, zwei Histonen H3 und zwei Histonen H4 
[101] . Die Aufwicklung der DNA führt zu einer Kondensation der DNA und hilft unter 
anderem die ca. 2 Meter lange DNA des menschlichen Genoms in einen Zellkern 
von nur wenigen Mikrometern zu verpacken. Jedoch ist die Kondensation der DNA 
nicht die einzige Funktion des Nukleosoms, sondern es dient auch der Regulation 
von vielen biologischen Kernprozessen wie DNA-Reparatur, Replikation oder 
Transkription [102] . Ein zentraler Mechanismus wie die Transkription reguliert wird, 
ist die posttranslationale Modifikation von Histonen. Besonders Histon H3 und 
Histon H4 haben flexible N-Termini mit vielen Lysinen und Argininen. Durch die po-
sitive Ladung der N-Termini binden diese sehr stark an die negativ geladene DNA. 
Ein Mechanismus, der diese elektrostatische Wechselwirkung aufheben kann, ist 
die Acetylierung von Lysinen. Durch die Isopeptidbindung zwischen dem Lysin und 
dem Acetat kommt es zu einer Neutralisierung der positiven Ladung und damit zu 
einer Auflockerung des Nukleosoms [103] . Zusätzlich dienen bestimmte acetylierte 
Lysine als Bindungsstelle für andere Faktoren mit einer Bromodomäne. Beispiels-
weise bindet TAF1 (eine Untereinheit des TFIID-Komplexes) über seine beiden 
Bromodomänen an doppelt acetyliertes Histon H4 [104]  und hilft so bei der Rekru-
tierung der basalen Transkriptionsmaschinerie. 
Dementsprechend wirken die so genannten Histonacetyltransferasen (HATs) als 





Abb. 1.6: E2F-Proteine rekrutieren chromatinmodifizierende Enzyme zu den 
Promotoren 
In der G0-Phase des Zellzyklus binden E2F4/5 mit den Pocket Proteinen p130 und 
pRB an die Zielgene und rekrutieren repressive Histondeacetylasen (HDACs) und 
Histonmethyltransferasen (HMTs). Nach mitogener Stimulation werden Cyclin/CDK-
Komplexe aktiviert, welche die Pocket Proteine durch Phosphorylierung inaktivieren. 
In der G1/S-Phase binden daraufhin die aktivierenden E2F1-3 an die Promotoren, 
welche aktivierende Histonacetyltransferasen (HATs) und Histonmethyltransferasen 
rekrutieren. Dies führt schließlich zur Bindung von basalen Transkriptionsfaktoren 
(BTFs) und der RNA-Polymerase II (RNAP II). 
 
Eine weitere posttranslationale Modifikation, die bei der transkriptionellen Kontrolle 
eine wichtige Rolle spielt, ist die Methylierung von Lysinen, die von den Histon-
methyltransferasen (HMTs) ausgeübt wird und von den Lysindemethylasen (KDMs) 
revertiert werden kann [105] . Da bei der Methylierung von Lysinen keine Änderung 
der Ladung erfolgt, ist diese weder per se aktivierend noch reprimierend. So kann 
es sein, dass Histonmethylierung sowohl zur Aktivierung als auch zur Repression 
von Genen beiträgt. Hierbei hängt die aktivierende oder reprimierende Natur von 
der Position des jeweiligen Lysins ab. So führt die Methylierung (v. a. Di- und Tri-
methylierung) von Histon H3 an Lysin 9 (H3K9) zu einer Repression der Transkripti-
on [106] , während eine Trimethylierung von Lysin 4 in Histon H3 (H3K4me3) mit 
aktiven Genen assoziiert ist [107] . Bei der Lysinmethylierung scheint nicht die Modi-
fikation selbst über Aktivierung oder Repression zu entscheiden, sondern wird von 
Proteinen und Proteinkomplexen vermittelt, die spezifisch an diese Modifikation bin-
den können und so über die biologische Antwort entscheiden. So wird z. B. methy-
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liertes K9 von HP1 (Heterochromatin Protein 1) gebunden, welches zu einer Hete-
rochromatinisierung führen kann. H3K4me3 hingegen, wird von TAF3 (einer Unter-
einheit von TFIID) gebunden [108]  und hilft so, in analoger Weise zur oben erwähn-
ten Acetylierung, bei der Rekrutierung der basalen Transkriptionsmaschinerie. 
Während des Eintritts in den Zellzyklus müssen in kurzer Zeit solche Gene ange-
schaltet werden, die für den Eintritt in den Zellzyklus benötigt werden. Um diese 
Gene aktivieren zu können, muss allerdings zunächst die aktive Repression aufge-
hoben werden. Hierbei dienen die E2F-Transkriptionsfaktoren und die Pocket Prote-
ine als zentrale Schalter, die sowohl die Repression in quieszenten Zellen als auch 
die Aktivierung in serumstimulierten Zellen über Rekrutierung chromatinmodifizie-
render Proteine regulieren [109, 110] . Wie zuvor erwähnt, binden die Pocket Prote-
ine an die Transaktivierungsdomäne und führen so zu einer passiven Repression 
durch die Maskierung der Transaktivierungsdomäne. Zusätzlich zu der passiven 
Repression vermitteln Pocket Proteine aber auch eine aktive Repression über die 
Rekrutierung von chromatinmodifizierenden Enzymen. 
In quieszenten Zellen binden die repressiven E2F-Transkriptionsfaktoren E2F4 und 
E2F5 an die Promotoren ihrer Zielgene [45]  und reprimieren diese (s. Abb. 1.6). Sie 
erreichen dies über die Rekrutierung von p130 zusammen mit dem assoziierten 
SIN3B-Komplex, welcher wiederum HDACs beinhaltet [44] . Zudem assoziiert p130 
mit den H3K9-spezifischen Methyltransferasen G9a und SUV39H1 [111]  und trägt 
somit weiterhin zur aktiven Repression bei. Auch für pRB wurde eine Assoziation 
mit SUV39H1 gezeigt [112, 113] , jedoch gibt es bis heute keinen Konsens darüber, 
ob pRB wirklich an die Promotoren von E2F-Zielgenen bindet, da pRB in quieszen-
ten Zellen per Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) an E2F-Zielgenen kaum nach-
weisbar ist [45] . Allerdings kann pRB in seneszenten Zellen an E2F-Zielgenen 
nachgewiesen werden [114] , so dass es sich um keine technische Limitierung, z. B. 
von geeigneten Antikörpern, handeln kann. 
Werden quieszente Zellen durch Mitogene stimuliert, kommt es durch die zuvor be-
schriebene Signaltransduktion zur Phosphorylierung der Pocket Proteine, zur Auf-
hebung der Interaktion mit den E2F-Transkriptionsfaktoren und somit zur Aufhebung 
sowohl der passiven als auch der aktiven Repression. Da die repressiven E2F4-5 
selbst kein nukleäres Lokalisationssignal besitzen, werden diese ohne assoziierte 
Pocket Proteine über ihr nukleäres Exportsignal (s. Abb. 1.3) aus dem Kern ge-
schleust [44, 115, 116] . Die Promotoren von E2F-Zielgenen werden im Folgenden 
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von den aktivierenden E2F1-3 gebunden. Diese rekrutieren ihrerseits Koaktivatoren, 
welche die Etablierung von aktivierenden Chromatinmodifikationen an den Zielpro-
motoren katalysieren (s. Abb. 1.6). Für E2F1 konnte eine Assoziation mit dem 
TIP60-Histonacetyltransferasekomplex nachgewiesen werden [117] . Die Bindung 
an E2F-Zielgene und die damit assoziierte Histonacetylierung konnte auch per ChIP 
an verschiedenen E2F-Zielgenen bestätigt werden. Zudem wurde kürzlich eine phy-
sikalische Interaktion von E2F3 und E2F1 mit den H3K4-spezifischen Histon-
methyltransferasen vom MLL (Mixed Lineage Leukemia)-Typ und vom SET1-Typ 
nachgewiesen [118] . Die Interaktion wird hier über HCF1 (Host Cell Factor 1) ver-
mittelt, da dieses Protein sowohl mit E2F1/3 als auch mit den H3K4-spezifischen 
Histonmethyltransferasen interagiert. Die siRNA-vermittelte Depletion von HCF1 
führt somit zu einem Verlust der Bindung der Histonmethyltransferasen und folglich 
zu einer stark verminderten Expression von E2F-Zielgenen. 
Um die molekulare Funktion von  E2F-Transkriptionfaktoren besser zu verstehen, ist 
es somit nötig herauszufinden, welche biochemischen Prozesse durch E2F-
Transkriptionsfaktoren an ihren Zielgenen vermittelt werden und ob diese Prozesse 
möglicherweise während der Krebsentstehung dereguliert sind. 
 
 
1.9 Chromatin Remodelling-Faktoren in der Tranksrip-tionskontrolle 
Ein weiterer Mechanismus, der unter anderem bei der Regulation der Transkription 
eine wichtige Rolle spielt, ist das so genannte Chromatin Remodelling. Unter die-
sem Begriff lassen sich verschiedene biochemische Aktivitäten subsumieren, die 
von spezialisierten Chromatin Remodelling-Faktoren unter ATP-Hydrolyse ausge-
führt werden (s. Abb. 1.7). Meistens kommen diese Faktoren als stabile Komplexe 
mit vielen Untereinheiten bis zu mehreren Megadalton vor [119, 120] , bei der eine 
Helikase die enzymatische Aktivität als ATPase besitzt. Aufgrund von unterschied-
lich vorkommenden Domänen in der ATPase unterscheidet man vier verschiedene 
Familien [121] : die SWI/SNF-Familie, die ISWI-Familie, die CHD-Familie und die 
INO80-Familie [121] . 
Diese verschiedenen Familien von ATPasen zeigen unterschiedliche biochemische 
Aktivitäten bezüglich ihres Substrats, dem Nukleosom. Für den SWI/SNF-Komplex 
(mit SNF2 als ATPase) konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass dieser in 
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vitro Nukleosomen auf der DNA verschieben kann [122] , dass er Histone vom 
Chromatin entfernen kann [123]  und dass er in der Lage ist die Nuklesomenstruktur 
derart zu verändern, dass eine veränderte DNAse I-Zugänglichkeit auf dem Nukleo-
som auch nach Entfernung des SWI/SNF-Komplexes verbleibt [124] . 
Der Swr1-Komplex (ein Mitglied der INO80-Familie) hingegen katalysiert die Inkor-
poration der H2A-Histonvariante H2A.Z [125] . Das Histon H2A.Z ist im Vergleich zu 
dem kanonischen H2A-Histon sehr instabil, da es schon bei sehr geringen Salzkon-
zentrationen vom Chromatin eluiert [126] . Diese Destabilisierung trägt somit ver-
mutlich zur Induktion von Genen bei, da man H2A.Z präferenziell an Promotoren 
von Genen findet, die aktiv sind oder für eine Aktivierung nach geeignetem Stimulus 
vorbereitet sind [127] . 
Trotz sehr vieler in vitro Daten über die biochemischen Aktivitäten von Chromatin 
Remodelling-Faktoren bleibt der definitive Mechanismus in vivo noch relativ unver-
standen. Ein Problem ist unter anderem, dass sehr viele in vitro Versuche in Abwe-
senheit von DNA-bindenden Faktoren, welche normalerweise den Chromatin Re-
modelling-Faktor rekrutieren, durchgeführt wurden, was allerdings nicht der 
physiologischen Situation in vivo entspricht. So katalysiert z. B. der SWI/SNF-
Komplex in Abwesenheit vom Gal4-Transkriptionsfaktor eine Verschiebung von al-
len Nukleosomen auf einem Oligonukleosom. In Anwesenheit von Gal4 jedoch führt 
die lokale Rekrutierung des SWI/SNF-Komplexes an das Nukleosom um die Gal4-
Bindesstelle zu einem Verlust des Histons an dieser Stelle [128] . Zudem kann der 
SWI/SNF-Komplex sowohl aktivierend als auch reprimierend auf die Transkription 
von Zielgenen wirken, je nach dem von welchem Faktor er rekrutiert wird: er wirkt 
als Aktivator von myeloiden Genen in Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor 
CEBP/ß [129]  und als Repressor von bestimmten E2F-Zielgenen in Assoziation mit 
dem pRB-Protein [130, 131] , so dass der biologische Effekt auch vom Kontext des 
jeweiligen Promotors abhängt. Auch wenn der definitive Mechanismus von den 
Chromatin Remodelling-Faktoren noch nicht wirklich verstanden ist, so bleibt doch 
ein vereinfachtes Modell eine gute Erklärungshilfe, bei dem die Energie aus der 
ATP-Hydrolyse genutzt wird um die Interaktion von Histon und DNA derart zu ver-
ändern, dass diese sowohl für Transkriptionsfaktoren als auch für die Faktoren der 
basalen Transkriptionsmaschinerie zugänglich gemacht wird [132]  und so die Akti-






Abb. 1.7: Mögliche biochemische Aktivitäten von Chromatin Remodelling-
Enzymen 
Ein Chromatin Remodelling-Faktor (CR) ist in der Lage Nukleosomen auf der DNA 
zu verschieben (A), die Inkorporation von bestimmten Histonvarianten zu katalysie-
ren (B), Histone aus dem Chromatin zu entfernen (C) oder aber auch die Nukleo-
somenstruktur dauerhaft zu verändern (D). All diese biochemischen Aktivitäten füh-
ren im Endeffekt dazu, dass bestimmte DNA-Regionen (hier rot dargestellt) 
zugänglich gemacht werden, welche sonst durch das Nukleosom verborgen sind. 
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1.10 HELLS ist eine SNF2-ähnliche Helikase 
Ein weiteres Mitglied der Chromatin Remodelling-Faktoren ist die SNF2-ähnliche 
Helikase HELLS (Helicase, lymphoid-specific), welche auch unter dem Namen LSH 
(Lymphoid-specific Helicase) oder PASG (Proliferation-associated SNF2-like Gene) 
bekannt ist. Initial wurde Hells aus Thymozyten kloniert [133]  und es wurde zu-
nächst per Northern Blot gezeigt, dass es auch spezifisch in Thymozyten exprimiert 
ist. Mit Hilfe der sensitiveren RT-PCR konnte jedoch eine ubiquitäre Expression in 
verschiedenen Geweben der Maus und in menschlichen Zelllinien nachgewiesen 
werden [134, 135, 136] , so dass HELLS nicht spezifisch in lymphoiden Geweben 
exprimiert ist. Vielmehr ist es spezifisch in stark proliferierenden Geweben, wie zum 
Beispiel dem jungen Thymus, erhöht exprimiert [137] . 
In der Evolution taucht HELLS schon relativ früh auf, da ein entferntes Ortholog na-
mens DDM1 auch in Arabidopsis thaliana zu finden ist. Bei all diesen homologen 
Proteinen befindet sich im N-Terminus eine so genannte Coiled Coil-Domäne (s. 
Abb. 1.8) sowie die weiter C-terminal gelegene SNF2-ähnliche Domäne als katalyti-
sche Domäne mit der ATPase-Funktion. Anders als viele andere Chromatin Remo-
delling-Faktoren scheint HELLS nicht in stabilen höhermolekularen Komplexen vor-
zukommen, da HELLS aus HeLa-Kernextrakten in der Gelfiltration genauso wie 
rekombinantes HELLS (als Monomer) eluiert [138] . Dies schließt allerdings nicht 
aus, dass es entweder in unstabilen Komplexen vorkommt, die während der Gel-
filtration instabil sind und/oder HELLS nur in substöchiometrischen Mengen in hö-
hermolekularen Komplexen vorkommt. Da HELLS schon als Interaktionspartner von 
Polycombproteinen [139]  und DNA-Methyltransferasen beschrieben wurde [138] , 







Abb. 1.8: Die SNF2-ähnliche Helikase HELLS 
HELLS interagiert über seinen N-Terminus mit einem Komplex aus DNMTs und 
HDACs, welche zur Repression von heterochromatischen Bereichen und bestimm-
ten Genen beitragen. CC = Coiled Coil; NLS = nukleäres Lokalisationssignal 
 
1.11 HELLS reguliert die genomweite DNA-Methylierung 
Zwei Labore haben unabhängig voneinander die Knockoutmäuse für Hells publiziert 
[140, 141] . Bei der Studie von Dennis et al. handelte es sich um ein Nullallel, bei 
der die resultierende Knockoutmaus nicht lebensfähig war. Bei der Publikation von 
Sun et al. hingegen handelte es sich vermutlich nur um ein hypomorphes Allel. Bei 
dieser Maus wurde eine interne Deletion in HELLS hergestellt, so dass Teile der 
ATP-bindenden Region in der SNF2-ähnlichen Domäne verloren gingen, aber der 
Rest des Proteins intakt war. Die resultierende Maus war lebensfähig, jedoch war 
sie sehr viel kleiner als Wildtypmäuse. Zusätzlich zeigte die Maus, und die von ihr 
gewonnenen MEFs, einen verfrühten Eintritt in die Seneszenz, begleitet von einer 
Induktion von p19Arf, p21CIP1 und p16INK4A. Jedoch konnte bei beiden Studien ein 
Effekt auf die genomweite DNA-Methylierung festgestellt werden. Bei beiden Mäu-
sen zeigte sich ein genomweiter Verlust der DNA-Methylierung, der besonders stark 
an repetetiven Sequenzen ausgeprägt war. Zu diesen repetetiven Sequenzen ge-
hörten vor allen Dingen retrovirale Elemente wie z. B. LINE 1 (Long interspersed 
element 1), aber auch die so genannten major satellite repeats des Zentromers. Es 
wurde postuliert, dass HELLS die de novo Methylierung (vermittelt durch 
DNMT3a/b) reguliert [142] , da bei der Transfektion von unmethylierter episomaler 
DNA diese in Hells-/- MEFs nicht mehr wie in den Wildtyp MEFs methyliert wird. Be-
nutzt man hingegen ein zuvor methyliertes Episom, zeigt sich kein Unterschied in 
der DNA-Methylierung bei Wildtyp und Hells-/- MEFs nach mehreren Passagen, so 
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dass die Erhaltungsmethylierung (vermittelt durch DNMT1) in Hells-/- MEFs nicht 
verändert ist. Vermutlich reguliert HELLS direkt die DNA-Methylierung über eine 
physikalische Interaktion mit DNA-Methyltransferasen [138, 142] . In beiden Studien 
wurde eine Interaktion von HELLS mit der DNMT3a/b de novo-DNA-
Methyltransferase per Ko-Immunpräzipitation nachgewiesen. In der Publikation von 
Myant und Stancheva konnte auch DNMT1 mit HELLS kopräzipitiert werden, was in 
der vorangegangenen Publikation nicht gezeigt werden konnte. Zudem wurde in 
dieser Studie eine Assoziation von HELLS mit HDAC1 und HDAC2 nachgewiesen, 
welche über die direkte Assoziation mit DNMT3a/b vermittelt wird (s. Abb. 1.8). 
In Übereinstimmung mit diesen Daten und den Daten der Knockoutmäuse wurde 
dementsprechend nachgewiesen, dass HELLS als Repressor fungieren kann. In 
einem Gal4-Luciferase-Reportersystem führte ein GAL4-HELLS-Fusionsprotein zur 
transkriptionellen Repression in das Genom integrierten Reporters und zu einer 
Deacetylierung der Histone um die Gal4-Bindestellen. Allerdings war dieser Effekt 
unabhängig von der ATPase-Domäne von HELLS: ein trunkiertes GAL4-HELLS-
Fusionsprotein, bei dem nur der N-Terminus ohne die SNF2-ähnliche Domäne ver-
wendet wurde, zeigte die gleiche Repression wie HELLS voller Länge. Somit reicht 
der N-Terminus über dessen Interaktion mit dem DNMT/HDAC-Komplex aus, um 
Teile der repressiven Eigenschaften von HELLS zu erklären. Dies bietet auch ein 
attraktives Erklärungsmodell für die unterschiedlichen Phänotypen zwischen den 
beiden Knockoutmäusen. In der hypomorphen Maus ist noch die Interaktionsdomä-
ne für DNMT3a/b enthalten und somit kann dieses Allel noch Teile der HELLS-
Funktion erfüllen, während in der Maus mit einem kompletten Nullallel dies nicht 
mehr möglich ist. 
HELLS reguliert jedoch nicht nur die DNA-Methylierung von repetetiven Sequenzen, 
sondern auch proteinkodierender Gene. Unter anderem wurden der Zellzyklusinhibi-
tor Cdkn1c (codiert für das INK4-Protein p18INK4C) oder das Hox-Gencluster als ein 
Ziel von HELLS-vermittelter Repression beschrieben [139, 143] . So weisen Hells-/- 
MEFs eine Derepression von bestimmten Hox-Genen (wie z. B. Hoxa7) auf [139] . 
In dieser Studie konnte zudem eine Interaktion zwischen HELLS und Polycombpro-
teinen (den zentralen Regulatoren der Hox-Gene) nachgewiesen werden, was nahe 
legt, dass HELLS und Polycombproteine bei der Repression von bestimmten Hox-
Genen über die Rekrutierung von DNA-Methyltransferasen kooperieren. 
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Die biochemische Funktion von HELLS ist allerdings noch komplett unverstanden, 
da sie bis jetzt noch nicht in vitro genauer untersucht wurde. Für das HELLS-
Ortholog DDM1 aus Arabidopsis thaliana wurde jedoch nachgewiesen, dass es eine 
Chromatin Remodelling-Aktivität besitzt und Nukleosomen auf einem Mononukleo-
somsubstrat verschieben kann [144] . 
Eine offene Frage ist zudem noch, wie HELLS selbst zu seinen genomischen Ziel-
regionen rekrutiert wird, da HELLS selbst keine DNA-Bindungsdomäne besitzt, wel-
che eine sequenzspezifische Rekrutierung zur DNA ermöglichen würde. 
 
 
1.12 Zielsetzung und Hintergrund der Arbeit 
Wie zuvor erwähnt, ist E2F3 das wichtigste Mitglied der E2F-Familie für die Indukti-
on von Genen, welche für den Austritt aus der Quieszenz und die korrekte Ausfüh-
rung des Zellzyklus benötigt werden. Absolut offen ist jedoch die Frage, warum dies 
der Fall ist, da auch die anderen aktivierenden E2F-Trankriptionsfaktoren an die 
Promotoren der gleichen Gene binden, die nach E2F3-Verlust nicht mehr korrekt 
aktiviert werden [45, 78] . Eine Hypothese wäre, dass E2F3 spezifisch einen essen-
ziellen Kofaktor (oder auch mehrere) bindet, welcher nicht mit den anderen E2F-
Transkriptionsfaktoren interagieren kann. Folglich würde der Verlust von E2F3 zu 
einer verminderten Rekrutierung des Kofaktors und somit zu einer verminderten 
Aktivierbarkeit der Zielgene führen. 
Wie zuvor erwähnt, ist E2F3 in vielen verschiedenen Tumoren, wie z. B. Prostata-
karzinomen [145] , überexprimiert, wobei eine erhöhte E2F3-Expression gleichzeitig 
eine schlechte Prognose für den Patienten darstellt. Die Identifizierung eines Kofak-
tors mit einer enzymatischen Aktivität wäre für die Behandlung von E2F3-
überexprimierenden Tumoren ein interessantes Ziel für pharmakologische Interven-
tion, da Enzyme in der Regel gut durch kleine Moleküle gehemmt werden können. 
Um solche potenziellen Ziele für E2F3 zu finden, sollten in dieser Arbeit neue Inter-
aktionspartner von E2F3 identifiziert werden und die Interaktionen durch weitere 
Proteininteraktionsstudien genauer charakterisiert werden. Um die potenziellen In-
teraktionspartner zusätzlich funktionell zu charakterisieren, sollte deren Rolle für die 
E2F-vermittelte Aktivierung von Zielgenen und die Zellproliferation weiter untersucht 
werden. 
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Sämtliche Chemikalien wurden zumindest in der Qualitätsstufe „zur Analyse“ von den Firmen 
Roth, Merck, Riedel-de Haën, AppliChem oder Sigma-Aldrich bezogen. 
Alle angegebenen Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, mit ddH2O angesetzt. 
 
2.1.2 Puffer und Lösungen 
Ammoniumpersulfat (10%): 
5.0 g Ammoniumpersulfat (Sigma A-3678) ad 50 ml. 
 
Ampicillin Stocklösung (100 mg/ml): 
10 g Ampicillin werden in 100 ml ddH2O gelöst und steril filtriert. Aliquots werden bei –20° C 
gelagert. 
 
Blotting Puffer für Semidry Blot (1 L) 
5,8 g Trizma (Sigma) 
2,9 g Glycin 





5 mg/ml BSA in PBS pH 8,0 
 
ChIP-Sonifizierungspuffer: 
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50 mM Hepes pH 7,9 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 




0,25 mM PMSF 
 
ChIP-Waschpuffer A: 
50 mM Hepes pH 7,9 
500 mM NaCl 
1 mM EDTA 








20 mM Tris, pH 8,0 
1 mM EDTA 
250 mM LiCl 
0,5% IGEPAL CA-630 
0,5% Na-deoxycholat 
Proteaseinhibitorcocktail (1:1000) 
0,25 mM PMSF 




50 mM Tris, pH 8,0 
1 mM EDTA 
1% SDS 
50 mM NaHCO3 
 
5 X DNA Ladepuffer: 
15 % Ficoll  
0,05 % Bromphenolblau 
0,05% Xylenecyanol 
0,05 M EDTA 





3 x Elektrophoresprobenpuffer (ESB) für SDS-PAGE: 
300 mM Tris-Cl pH 6,8 
15 mM Na2EDTA 
150 mM DTT 
12 % (w/v) SDS 
15 % (w/v) Glycerol 
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Ethidiumbromid: 




50 mM Tris pH 8,0 
100 mM NaCl 
0,1 % Triton X-100 
Frisch zugeben: 0,5 mM DTT und 30 mM Glutathion  
 
GST-Sonifizierungspuffer: 
50 mM Tris pH 8,0 
50 mM NaCl 
1 mM DTT 0,25 mM PMSF 
Proteaseinhibitorcocktail (Sigma; P8340) 1:1000 (v/v) 
 
HEGN-Puffer 
20 mM HEPES-KOH pH 7,8 
10 % Glycerol 
0,2 mM EDTA 
0,1 % IGEPAL CA-630 
1 mM beta-Glycerophosphat 
10 mM Natrium-Pyrophsophat 
10 mM Natriumfluorid 
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Hypotoner Puffer 
10 mM HEPES-KOH pH 7,9 
10 mM KCl 
1,5 mM MgCl2 
0,1 % IGEPAL CA-630 
1 mM DTT 
0,25 mM PMSF 
Proteaseinhibitorcocktail (Sigma; P8340) 1:1000 (v/v) 
 
Immunfluoreszenz-Blocklösung: 
5% BSA (w/v) in PBS 
 
Oligo-Anlagerungspuffer: 
50 mM Hepes-HCl pH 7,4 
100 mM NaCl 
 
Phenylmehylsulfonylfluorid (PMSF) : 
100 mM in Isopropanol 
 
Polybren (4mg/ml): 
Polybren (Fluka) 40 mg in 10 ml ddH2O gelöst und in Aliquots bei -20°Cgelagert 
 
Proteaseinhibitoren : 
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Proteaseinhibitorcocktail (Sigma) 1 :1000 
 
Phosphate buffered saline (PBS) (10X Stocklösung) : 
137 mM NaCl 
3 mM KCl 
6,4 mM Na2HPO4 
1,5 mM KH2PO4 
Der pH-Wert wird mit HCl auf pH 7,4. 
 
RNase A (10 mg/ml): 
10 mg/ ml RNase A (Sigma) in: 
10 mM Tris pH 7,4 
150 mM NaCl 
15 min bei 100° C zur DNasen-Inaktivierung behandeln 
 
Sodiumdodecylsulfat 10% (SDS): 
10 g SDS in 100 ml 
 
TAE Puffer (50 x): 
2 M Trizma (Sigma) 
250 mM Essigsäure 
50 mM EDTA, pH 8,0 
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TBS (20 x): 
1 M Tris-Cl, pH 7,4 
3 M NaCl  
 
TNN Puffer: 
50 mM Tris-Cl, pH 7,5 
120 mM NaCl 
5 mM EDTA 
0,5% IGEPAL CA-630 
10 mM Na4P2O7 
2 mM Na3VO4 
100 mM NaF 
Proteaseinhibitorcocktail (Sigma; P8340) 1:1000 (v/v) 
 
Tris-EDTA (TE): 
10 mM Tris, pH 7,5 
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2.1.3 Synthetische Oligonukleotide 
Alle Oligoukleotide wurden von den Firmen Meatbion (Martinsried) oder Biotez (Berlin-Buch) 
geliefert. 
Gen 5’-Primer 3’-Primer Anwen-
dung 
hBeta-Actin CAAGGCGGCCAACGCCAAAACTCT GCCATAAAAGGCAACTTTCGGAACG ChIP 
hCCNB1 CGATCGCCCTGGAAACGCATTC CCAGCAGAAACCAACAGCCGTTC ChIP 
hCDC6 GTAGCAAAAAAAGAGGCGGTG AGCCCGGCCTCGATTCT ChIP 
hMCM4 CCGAGCGAGGCCTACTTCT GGACAGTGCCGCTTCTTTCA ChIP 
hp107 GGATGACAACACGTCCCG CACGGCCCCCGACTTC ChIP 
hp107 +2kb TSS GATGTTCCTGCTTCAGCCTCC TGGGCAACATAGTCAGATACTATCTCCC ChIP 
hPCNA TTTCAGTGTGCGATTAGC CCATTCGACCTAAATAACG ChIP 
hU2 TTTGCTCCCACTGCCGTC CTGAGTCTTTCGGTGCCC ChIP 
mBeta-Actin: GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGTTG TTTGCACATGCCGGAGCCGTTGT ChIP 
mBmyb CTCGTGTCTTGTACGCTTCGCC CACGTTCCCAGGAACTGCAGCT ChIP 
mHells GCGTCCAAATCTCGTGAGC GCGAGCTAAATCCTCACACC ChIP 
mHoxA7 CTGGGTCTGGGCTCAATAG  CAGTCCAAAGGCACGTGTCTA ChIP 
mp107 ATCTTCTTATCCCATTCCGGGAGACG  GGGCTCGTCCTCGAACATATCC ChIP 
hCdc6 ACAAATGTCCAAACCGTAACCT GGTAAATGGGGAGTGTTGCATA RT-PCR 
hHells  TCAAATGAATGCTTCAGGACC GGACAATCAGTATTTCAAACCC RT-PCR 
hE2F1 GCAGATGGTTATGGTGATCAAAGCCC ATGATGGTGGTGGTGACACTATGG RT-PCR 
hE2F3b CTTACAGCAGCAGGCAAAGCG GGAGCTGAATGAACTTCTTGGTGAGC RT-PCR 
hMcm3 TCGGGCCTTGAAAACATTCGT GATGCGAGTGAGCAAACCAAT RT-PCR 
hMcm4 ACCTCTATACATGCAACGACTTG GTCAGGGTAACGGTCAAAGAAG RT-PCR 
hMcm6 TCGGGCCTTGAAAACATTCGT GATGCGAGTGAGCAAACCAAT RT-PCR 
hp107  ATCTTCTTATCCCATTCCGGGAGACG GGGCTCGTGCTCGAACATATCC RT-PCR 
hS18 TACTCAACACCAACATCGATGGGC ATCTTGTACTGGCGTGGATTCTGC RT-PCR 
hGAPDH ACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG AGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAGG RT-PCR 
mHells fw: TTCGGAAATGTAATGGACAGC GGGCCACATACAAGAAAAGG RT-PCR 
mMcm3 GAATGAAAAGAGGGCTAACCGC GCGAACCAGAGAGCATTTAGTAA RT-PCR 
mBeta-Actin  TCTACGAGGGCTATGCTCTCC GGATGCCACAGGATTCCATAC RT-PCR 
E2f3-com  GTATCTGGGAAACACAAGGAGGTG   E2f3-Geno- 
typisierung 
E2f3-neo  GCTCATTCCTCCCACTCATGATC   E2f3-Geno- 
typisierung 
E2f3-Wt  GGTACTGATGCCACTCTCGCC   E2f3-Geno- 
typisierung 
PGK3’       GAAGAACGAGATCAGCAG  Rb-Geno- 
typisierung 
R13wt        CCCATGTTCGGTCCCTAG  Rb-Geno- 
typisierung 
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RX3com    AATTGCGGCCGCATCTGCATCTTTATCGC  Rb-Geno- 
typisierung 







GST-E2F3b fw: CGCGGATCCATGCCCTTACAGCAGCAGG 
GST-E2F3b rev: CGCGGATCCTCAACTACACATGAAGTCTTCCA 
E2F3b Del1 fw: CGCGGATCCTTGAACAAGGCAGCAGAAGTG 
E2F3b Del1 rev:entspricht GST-E2F3b rev 
E2F3b Del2 fw: CGCGGATCCCTGTCTGAGGATGGGGGC 
E2F3b Del2 rev:entspricht GST-E2F3b rev 
E2F3b Del 3 fw: CGCGGATCCCATTTGGCAAGTACCCAAGG 
E2F3b Del 3 rev: entspricht GST-E2F3b rev 
E2F3b Del 4 fw: entspricht GST-E2F3b fw 
E2F3b Del 4 rev: CGCGGATCCTCACATAGA AAC TGA GCA ATC GCT AT 
E2F3b Del 5 fw: entspricht E2F3b Del2 fw 
E2F3b Del 5 rev: entspricht E2F3b Del 4 rev 
 




HELLS Del1 fwCCGCTCGAGATGCCAGCGGAACGGC 
HELLS Del1 revCCGCTCGAGGTACCATCGCATCACTCCTCC 
HELLS Del2 fwCCGCTCGAGCAAGTAGAAGGCATGGAATGGC 
HELLS Del2 revCCGCTCGAGCTTAAATTCTTGTGTAACAGGGTCT 
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HELLS Del3 fwCCGCTCGAGATCGATGAAGAATTGGTAACAAAT 
HELLS Del3 revCCGCTCGAGAAACAAACATTCAGGACTGGAATC 
 
Die eingefügte Xho I-Schnittstelle, welche zur Klonierung im pGEX6-P1 Vektor verwendet 
wurde, ist unterstrichen. 
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Für RNAi 
Lenti hHells 1 fw: 
TGAAGGTCATTAGTGATAAATTCAAGAGATTTATCACTAATGACCTTCTTTTTTC 
Lenti hHells 1 rev: 
TCGAGAAAAAAGAAGGTCATTAGTGATAAATCTCTTGAATTTATCACTAATGACCTTCA  
Lenti hHells 2 fw: 
TCTATTGCATTGATGATTCATTCAAGAGATGAATCATCAATGCAATAGTTTTTTC 
Lenti hHells 2 rev: 
TCGAGAAAAAACTATTGCATTGATGATTCATCTCTTGAATGAATCATCAATGCAATAGA  
 
Zur Klonierung wurden die komplementären Oligonukleotide angelagert und in den Hpa 
I/Xho I geschnittenen pSicoR Vektor kloniert. 
 
 
Retro mHells 1 fw: 
GATCCCCTGACGAAGATCTAGAATTATTCAAGAGATAATTCTAGATCTTCGTCATTTTTA 
Retro mHells 1 rev: 
AGCTTAAAAATGACGAAGATCTAGAATTATCTCTTGAATAATTCTAGATCTTCGTCAGGG 
Retro mHells 3 fw: 
GATCCCCTCAGTTCCCTAGTGAATTATTCAAGAGATAATTCACTAGGGAACTGATTTTTA 
Retro mHells 3 rev: 
AGCTTAAAAATCAGTTCCCTAGTGAATTATCTCTTGAATAATTCACTAGGGAACTGAGGG 
Retro Luci fw: 
GATCCCCCATCACGTACGCGGAATACTTTCAAGAGAAGTATTCCGCGTACGTGATGTTT
TTA 





Zur Klonierung wurden die komplementären Oligonukleotide angelagert und in den Bgl 
II/Hind III verdauten pSuperior Vektor kloniert. Zur Generierung retroviraler shRNA Vektoren 
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wurde die shRNA-Sequenz über EcoR I/Xho I mit der H1-Promoterkassette herausgeschnit-




Erhaltene oder gekaufte Plasmide 
Name Verwendung 
pBABE-HA-ER-E2F3a retroviraler Vektor für das HA-ER-E2F3a Fusionsprotein (Kristian Helin) 
pCDNA3 leerer eukaryotischer Exressionsvektor 
pCNDA3-HA-E2F1 eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F1 
pCNDA3-HA-E2F3a eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F3a 
pCNDA3-HA-E2F3b eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F3b 
pCNDA3-HA-E2F4 eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F4 
pGEX-6-P1 bakterielle Expression von GST-Fusionproteinen (wurde für GST-Konstrukte verwendet) 
pMSCV retroviraler Vektor 
pLP1 Verpackungsplasmid für lentivirale Konstrukte (Invitrogen) 
pLP2 Verpackungsplasmid für lentivirale Konstrukte (Invitrogen) 




pBABE-HA-ER-E2F3a retroviraler Vektor für das HA-ER-E2F3a Fusionsprotein (Kristian Helin) 
pCDNA3 leerer eukaryotischer Exressionsvektor 
pCNDA3-HA-E2F1 eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F1 
pCNDA3-HA-E2F3a eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F3a 
pCNDA3-HA-E2F3b eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F3b 
pCNDA3-HA-E2F4 eukaryotischer Expressionsvektor für HA-markiertes humanes E2F4 
pGEX-6-P1 bakterielle Expression von GST-Fusionproteinen (wurde für GST-Konstrukte verwendet) 
pMSCV retroviraler Vektor 
pLP1 Verpackungsplasmid für lentivirale Konstrukte (Invitrogen) 
pLP2 Verpackungsplasmid für lentivirale Konstrukte (Invitrogen) 
VSVG Plasmid, das für die VSVG Hülle der Lentiviren kodiert 
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Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide 
Name Verwendung 
pGEX-E2F3b bakterielle Expression von E2F3b 
pGEX-E2F3b Del1 bakterielle Expression einer E2F3b Deletionsmutante 
pGEX-E2F3b Del2 bakterielle Expression einer E2F3b Deletionsmutante 
pGEX-E2F3b Del3 bakterielle Expression einer E2F3b Deletionsmutante 
pGEX-E2F3b Del4 bakterielle Expression einer E2F3b Deletionsmutante 
pGEX-E2F3b Del5 bakterielle Expression einer E2F3b Deletionsmutante 
pGEX-HELLS-Del1 bakterielle Expression einer HELLS Deletionsmutante 
pGEX-HELLS-Del2  bakterielle Expression einer HELLS Deletionsmutante 
pGEX-HELLS-Del3  bakterielle Expression einer HELLS Deletionsmutante 
pSicoR Ktrl. lentivirales shRNA Plasmid mit Kontroll-shRNA 
pSicoR shHells 1 lentivirales shRNA Plasmid gegen humanes Hells 
pSicoR shHells 2 lentivirales shRNA Plasmid gegen humanes Hells 
pMSCV shLuci retrovirales shRNA Plasmid gegen Luciferase 
pMSCV shHells 1 retrovirales shRNA Plasmid gegen murines Hells 
pMSCV shHells 3 retrovirales shRNA Plasmid gegen murines Hells 
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2.1.5 Antikörper  
 
Primärantikörper 
Antikörper  Spezies Katalog-Nr.  Firma/Quelle  Konzentration Anwendung 
BrdU Ratte BZL20631 Biozol 1:150 IF 
Cdc6 Maus ab-3 Oncogene 1:1000 Western 
E2F1 Kaninchen  sc-193 Santa Cruz 1:1000 ; 2 !g Western; ChIP 
E2F3 Kaninchen sc-878 Santa Cruz 1:1000 ; 2 !g Western; ChIP 
E2F4 Kaninchen sc-1082 Santa Cruz 1:1000 ; 2 !g Western; ChIP 
E2F3 Maus  Hybridoma 1:4 Western 
E2F3 Kaninchen  Kaninchenserum 5 !l IP 
 
AK gegen humanes 
E2F3b voller Länge     
HA Maus MMS-101R Covance 1:2000;2!g; 1:200 Western; ChIP; IF 
HELLS Kaninchen sc-28202 Santa Cruz 1:1000; 4 !g Western; ChIP 
HELLS Kaninchen  Kathrin Mügge 5 !g ChIP (MEFs) 
HELLS Kanichen NB100-278 Novus 4 !g ChIP 
HELLS Kaninchen ab3851 Abcam 0,180555556 IF 
Alpha-Tubulin Maus T8203 Sigma 1:10.000 Western 
IgG  Kaninchen I5006 SIGMA  ChIP 
p107 Kaninchen sc-318 Santa Cruz 1:1000 Western 
p130 Maus  Santa Cruz 1:1000 Western 
pRb Maus 9309 Cell Signaling 1:1000 Western 
pRB Kaninchen 9307 Cell Signaling 1:1000 Western 
(pSer780)      
 
 




Antikörper  Katalog-Nr.  Firma/Quelle  Konzentration Anwendung 
a-Kaninchen-IgG/HRP  P0448 DAKO 1:5000 Western 
a-Maus-IgG/HRP  P0447 DAKO  1:5000 Western 
Protein-A/HRP 610438 BD Biosciences 1:5000 Western 
a-Ratte-IgG Cy2 712-225-150 Jackson 1:400 IF 
a-Kaninchen-IgG 
Alexa647 A31573 Molecular Probes 1:400 IF 
a-Maus-IgG Cy3 712-225-151 Jackson 1:400 IF 
 
 
2.1.6 Generelle Laborgeräte 
Avanti Centrifuge J-25 (Beckman) 
Branson Sonifier 450 (Sonifiziergerät) 
Deconvolution-Miroskop DMI 6100 B (Leica) 
Eppendorf Centrifuge 5417R (Zentrifuge) 
Hyperfilm ECL (GE Life Sciences) 
iCycler Real-time PCR (Biorad) 
Protein-Gelektrophoresekammern Protean II (Biorad) 
PVDF Membran 0,45 !m (Millipore) 
Semidry-Blotvorrichtung Transblot (Biorad) 
Whatman Papier (Schleicher&Schuell) 
X-Omat AR Film (Kodak) 
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2.2 Zellbiologische Methoden 
 
 
Kultivierung eukaryotischer Zellen 
 
Materialien: 
• Zellkulturschalen (Falcon) 15 cm, 10 cm und 6 cm Durchmesser 
• DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s Medium) mit 4,5 g/l Glukose(Gibco) 
• fötales Kälberserum (Gibco) 




HCT116 Humanes Kolonkarzinom 
PlatE Verpackungszelllinie zur Produktion ekotropher Viren 
Saos-2 Humanes Osteosarkom 
T98G Humanes Glioblastom 
293TN Humane embryonale Nierenzelllinie 
NIH3T3 Immortalisierte Mausfibroblasten 
Mausembryofibroblasten Primäre Fibroblasten aus murinen Embryonen (E13,5)  
(MEFs)  gewonnen 
 
Die Zellen wurden in dem Medium mit 10% FCS und 1% Pen/Strep bei 37°C, 5% CO2 und 
100% relativer Feuchte im Inkubator gehalten. 
 
 
Passagieren von Zellen  
Materialien: 
• Trypsin (500mg/l) /EDTA (200mg/l) (Gibco) 
• PBS 
Je nach Zellart wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage in einem Verhältnis 1:2 bis 1:10 
gesplittet. Die Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen und durch Trypsinbehandlung 
von der Zellkulturschale gelöst. Hierzu wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin (für ein 10 cm 
Schale) bei 37°C inkubiert, mit frischem Medium versetzt und neu ausplattiert. 
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Einfrieren von Zellen  
Materialien: 
• Einfriermedium: 90% FCS + 10% DMSO (Sigma)  
• 15 ml Falcon-Röhrchen  
• 2 ml Einfrierröhrchen (Nunc) 
Die Zellen wurden trypsiniert, mit dem jeweiligen Medium auf 10 ml aufgefüllt und in ein 15 
ml Falcon-Röhrchen überführt. Dann wurden sie 5 min bei 1000 rpm in einer Zentrifuge bei 
Raumtemperatur pelletiert. Der Medienüberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 1,5 ml 
Einfriermedium resuspendiert und in 2 ml Einfrierröhrchen überführt. Die Zellen wurden an-
schließend 5 min auf Eis gelagert und dann auf -80° C heruntergekühlt. Zur langfristigen La-
gerung wurden die Zellen nach einigen Tagen in den Flüssigstickstoff-Tank überführt. 
 
Auftauen von Zellen  
Die Zellen wurden im Wasserbad aufgetaut und die Zellsuspension in ein mit 10 ml Medium 
gefülltes 15 ml Falcon-Röhrchen überführt. Um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu 
entfernen, wurden die Zellen 5 Minuten bei 1000 rpm bei Raumtemperatur in einer Heraeus 
Zentrifuge pelletiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml Medium resuspendiert und auf eine 10 cm 
Zellkulturschale überführt. 
 
Herstellung von Mausembryofibroblasten (MEFs) 
Materialien 
• FCS (Gibco) 
• DMSO (Sigma) 
Mausembryonale Fibroblasten wurden aus Embryonen (mit einem Alter von E13.5) isoliert. 
Die Embryonen wurden aus dem Uterus der Mutter entnommen, der Kopf abgetrennt und 
Viszera komplett entfernt. Der Rest wurde in kleine Stücke zerschnitten, in PBS gewaschen 
und über Nacht mit 0.05% Trypsin/EDTA auf Eis inkubiert. Am nächsten Morgen wurde das 
überschüssige Trypsin abgenommen und die Gewebestückchen für 20 min bei 37°C inku-
biert. Nach dem Resuspendieren in 5 ml Medium wurde die Zellsuspension auf eine 175mm2 
Zellkulturflasche ausplattiert. Die Zellen wurden bis zum Erreichen der Konfluenz kultiviert 
und anschließend wie oben beschrieben, eingefroren. 
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Synchronisation von Zellen durch Serumentzug 
Materialien: 
• Medium ohne FCS oder 20% FCS 
Die Zellen wurden so ausplattiert, dass sie am folgenden Tag eine Dichte von ca. 70% auf-
wiesen. Am Tag des Serumentzugs wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 
Medium ohne FCS versehen. Je nach Zelltyp wurden die Zellen für 48-72 h unter serumfrei-
en Bedingungen gehalten. Zur Induktion wurden die Zellen mit Medium und 20% FCS inku-
biert und nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach Seruminduktion geerntet. 
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Produktion ekotropher Viren durch PlatE-Zellen 
Materialien: 
• PlatE Verpackungszellen 
• Sterilflter (Ø 0,45 !m) 
Zur Produktion ekotropher Viren wurde die PlatE-Verpackungszelllinie verwendet. Hierbei 
handelt es sich um eine Zelllinie, die stabil Gene für virale Hüllproteine exprimiert. Durch 
Transfektion von geeigneten Plasmiden können somit Retroviren produziert werden, die Zel-
len mit dem ekotrophen Rezeptor infizieren können. Hierzu wurden 5x106 PlatE-Zellen einen 
Tag vor der Transfektion ausplattiert und am nächsten Tag nach der CaPO4-Methode (s. 
2.7.11) mit 30 !g DNA transfiziert. Am nächsten Tag werden die Zellen mit PBS gewaschen 
und mit 6 ml neuen Medium versehen. Ab jetzt erfolgten weitere Inkubationen der Zellen bei 
32°C. Am nächsten Morgen wurde der Überstand geerntet und 4 ml auf die PlatE-Zellen ge-
geben. Dieser Überstand wurde dann nach neun weiteren Stunden geerntet und mit dem 
ersten Überstand vereinigt. Der Virusüberstand wurde anschließend durch einen 0,45 !m-
Filter filtriert und entweder zur Infektion verwendet oder in flüssigem Stickstoff schockgefro-
ren und bei -80°C gelagert.  
 
 
Infektion von Zellen mit ekotrophen Viren 
Materialien: 
• Virusüberstand 
• Polybren 4 mg/ ml (Sigma) 
• Sterilfilter (Ø 0,45 !m) 
Tag 1: Splitten der zu infizierenden Zellen 
Pro 10 cm-Schale wurden ca. 1x106 Zellen ausplattiert. 
Tag 2: Infektion mit dem Virusüberstand 
Hierzu wurde der virale Überstand 1:1 mit Medium verdünnt und anschließend Polybren in 
einer Verdünnung von 1:500 hinzugegeben. Die Zielzellen wurden durch drei Infektionsrun-
den mit dem Virus infiziert. Die Infektion der Zellen erfolgte bei 32°C. Die Zellen wurden am 
Morgen mit 4 ml Virusüberstand versehen. Am Abend wurde dieser entfernt und 6 ml frischer 
Virusüberstand auf die Zellen gegeben. 
Tag 3: Dritte Infektion und Mediumwechsel 
Am Morgen wurde der Virusüberstand wieder abgesaugt und mit 4 ml frischem Virusüber-
stand versehen. Am Abend wurde der Virusüberstand durch 10 ml frisches Medium ersetzt. 
Tag 5:  Splitten der Zellen und Selektion 
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In der Regel wurden die Zellen 1:2 gesplittet und uninfizierte Zellen durch Selektion mit Pu-
romycin oder Blasticidin für zwei bis drei Tage abgetötet. 
 
Produktion von Lentiviren 
Materialien: 
• Verpackungsplasmide: pLP1, pLP2, VSVG 
• 293TN Zellen 
• Sterilfilter (Ø 0,45 !m) 
Am Tag vor der Transfektion wurden 6x106 293TN Zellen auf 10 cm-Zellkulturschalen aus-
plattiert. Diese wurden am nächsten Tag durch die CaPO4-Methode transfiziert (6 !g pLP1, 3 
!g pLP2, 3 !g VSVG, 12 !g Expressionsplasmid) und mit 25 !M Chloroquin versetzt. Das 
Medium wurde am nächsten Tag abgenommen und mit 6 ml frischem Medium versetzt. Die-
ses wurde einen Tag später abgenommen und bei 4°C gelagert und die Zellen wieder mit 6 
ml frischem Medium versetzt, welches wiederum am nächsten Tag abgenommen wurde. Die 




Infektion von Zellen mit Lentiviren 
Materialien: 
• Lentiviraler Überstand 
• Polybren (4 mg/ml) 
Pro 10 cm-Zellkulturschale wurden 1-2x106 Zellen ausplattiert. Am nächsten Tag wurden 
diese mit 3 ml lentiviralem Überstand, 3 ml frischem Medium und 9 !l Polybren versehen. 





• Fixierungslösung (4% PFA (w/v)/ 2% Sucrose (w/v)) in PBS  
• Immunfluoresuenz-Blocklösung 
• ImmuMount (Vectashield) 
Am Tag vor der Prozessierung für die Immunfluoreszenz wurden die Zellen auf Glasplätt-
chen ausplattiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 10 min 
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mit Fixierungslösung inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit 0,2-0,5 % 
Triton X-100 (v/v) in PBS für 10 min permeabilisert und wie zuvor gewaschen. Anschließend 
wurde für mindestens 30 min mit Immunfluoreszenz-Blocklösung inkubiert. Die Inkubation 
mit dem Primärantikörper, der in Immunfluoreszenz-Blocklösung verdünnt wurde, erfolgte bei 
4°C ü. N.. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem Sekundäran-
tikörper (auch in Immunfluoreszenz-Blocklösung verdünnt) für eine Stunde bei RT. Die 
Deckgläschen wurden wieder dreimal mit PBS gewaschen und anschließend für eine Minute 
in DAPI-Lösung (1:5000 in PBS verdünnt) gegengefärbt. Daraufhin wurden die Zellen mit 




• s. Immunfluoreszenz-Protokoll 
• anti-BrdU Antikörper (Biozol) 
• DNase I (Roche) 
Das Thymidinanalogon BrdU wird von Zellen in ihre DNA inkorporiert, die sich gerade in der 
S-Phase befinden. Somit können später mit Hilfe eines Antikörpers gegen BrdU Zellen per 
Immunfluoreszenz identifiziert werden, welche sich zu der Zeit der Inkubation mit BrdU in der 
S-Phase befanden. Die Zellen wurden auf Glasplättchen ausplattiert. Für den BrdU-Puls 
wurden die Zellen für zwei Stunden mit 50 !M BrdU inkubiert und anschließend für die Im-
munfluoreszenz prozessiert. Das Protokoll ist identisch mit dem Protokoll der Immunfluores-
zenz mit der Ausnahme der Inkubation des Primärantikörpers. Der anti-BrdU Antikörper wur-
de 1:150 in folgender Lösung für eine Stunde bei 37°C inkubiert: 3 mM MgCl2, 100 U/ml 
DNase I in Immunfluoreszenz-Blocklösung. Ab hier erfolgte das Protokoll wieder wie bei der 






• Färbelösung: 0,05% (w/v) Kristallviolett (Merck) in PBS 
• Formaldehyd 37% 
Pro 10 cm-Schale wurden 1x105 Zellen ausplattiert und für 7-8 Tage weiter kultiviert. Die 
Zellen wurden für eine halbe Stunde mit 3,7% Formaldehyd (zugegeben zu dem Wachs-
tumsmedium der Zellen) bei RT fixiert, anschließend wurde die Fixierungslösung verworfen 
und die Zellkulturschalen mehrmals mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen für 
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15 min mit der Färbelösung inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit H2O wurden die 
Schalen getrocknet und fotografiert. 
 
2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
Anlagern von Oligonukleotiden 
Materialien: 
• Oligo-Anlagerungspuffer 
• Oligonukleotide (Konz.: 2 !g/!l) 
Je 1 !l der Oligonukleotide werden mit 48 !l Oligo-Anlagerungspuffer versetzt. In einer PCR-
Maschine wurden die Oligonukleotide für 4 min bei 90° C denaturiert, dann für 10 min auf 70° 
C gehalten und dann langsam (0,01°/C pro sec) auf 10° C heruntergekühlt. Für eine Ligation 
in einen Vektor wurden 2 !l in einem 20 !l-Ligationsansatz verwendet. 
 
PCR zur Klonierung eines DNA-Fragmentes 
Zur PCR wurde das Accuprime Pfx Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers verwendet. 
 
Quantitative PCR (qPCR) 
Materialien: 
• qPCR Kit für SybrGreen (Thermo Scientific) 
Die quantitative PCR (qPCR) wurde mit Hilfe des angegebenen Kits nach den Angaben des 
Herstellers verwendet:  
 
0,5 !l Matrizen-DNA (ChIP-DNA oder cDNA) 
10 !l SybrGreen 2x Mix 
5 pmol 5’-Primer 
5 pmol 3’-Primer 
mit ddH2O auf 20 !l auffüllen 
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Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet: 
95°C 15 min 
94°C 20 sec I 
58°C 45 sec I =>   40 Zyklen 
72°C 45 sec I 
 
Bei den qChIPs wurde das Ergebnis als Prozent des Inputs (es wurden immer 1% Input als 
Referenz verwendet) mit Hilfe der CT-Werte durch folgende Formel berechet: 
% des Inputs = 2CT(1% Input)-CT(IP) x 1% 
 
Für quantitative RT-PCRs (qRT-PCRs) wurde folgende Formel zur Berechnung der x-fachen 
Induktion (fold induction) im Vergleich zur Kontrolle (kontrollinfizierte Zellen) berechnet. Zur 
Normalisierung wurden die Haushaltsgene S18 oder GAPDH als Referenz verwendet: 
 
CTGen – CTHaushaltsgen = !CT 
!CTProbe – !CT Kontrolle = !!CT 
Relative Expression = 2-!!CT  
 
Die Messungen für qChIPs und qRT-PCRs wurden in Triplikaten durchgeführt. Für die Werte 








(n - 1 ) 
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Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten  
Die Auftrennung von DNA erfolgte in 1-2 %-igen Agarosegelen in einem TAE-Puffer nach 
Standardmethoden. 
 
Aufreinigung von DNA-Fragmenten  
Die Aufreinigung von DNA erfolgte mit Hilfe eines Gelextraktionskits der Firma Genomed 
nach den Angaben des Herstellers. 
 
Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Das Schneiden von DNA erfolgte im Wesentlichen wie in Ausubel (1987) beschrieben, mit 
Puffern und Enzymen der Firma New England Biolabs. 
 
Ligation 
Die Ligation von DNA erfolgte im Wesentlichen wie nach Ausubel (1987) mit Puffern und 
Enzymen der Firma USB. 
 
Analytische Präparation von Plasmid DNA aus Bakterien (Minipräp) 
Die analytische Präparation von DNA erfolgte nach einem Standardprotokoll mit alkalischer 
Lyse. 
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Präparative Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien (Maxipräp) 
Die präparative Isolation von Plasmid DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe eines 




• 2x HBS 
• CaCl2 2,5 M 
• ddH2O 
Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion so ausgesät, dass sie am Tag der Transfekti-
on eine Konfluenz von ca. 70% aufwiesen. 1-2 Stunden vor der Transfektion wurde das Me-
dium gewechselt. 
 
Zur Transfektion einer 10 cm-Schale wurde folgender Ansatz verwendet: 
 
30 !g DNA 
50 !l 2,5 M CaCl2 
mit ddH2O auf 500 !l auffüllen 
 
Dieser Ansatz wird tropfenweise zu 500 !l 2x HBS pipettiert, das auf einem Vortexer ge-
schüttelt wurde. Die Lösung mit DNA-Präzipitat wurde auf die Zellen gegeben, am nächsten 




• Trizol (Invitrogen) 
• Chloroform 
• Isopropanol 
• 75% Ethanol mit DEPC-ddH2O hergestellt 
• DEPC-ddH2O 
Das Medium der Zellen wurde abgesaugt, die Zellen in 1 ml Trizol abgekratzt und in ein Ep-
pendorfgefäß überführt. Daraufhin wurde 200 !l Chloroform hinzugegeben und für 5 sec ge-
vortext. Zur Phasentrennung wurde für 5 min bei 14 000 x g zentrifugiert und die wässrige 
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Phase in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Zu dem Überstand wurden 500 !l Isopropanol 
hinzupipettiert, wieder kurz gevortext und bei 12 000 x g für 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 500 !l 75%-igem Ethanol (DEPC) gewa-
schen und wie zuvor zentrifugiert. Der Ethanol wurde abgesaugt, das Pellet kurz luft-
getrocknet und in 30 !l DEPC-ddH2O gelöst. Die RNA wurde anschließend zur cDNA-




1-2 !g RNA wurde mittels Reverser Transkriptase (Superscript II, Invitrogen) in cDNA nach 
Angaben des Herstellers umgeschrieben und anschließend für eine qPCR verwendet. 
 
2.4 Biochemische Methoden 
 
Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine in E. coli  
Materialien 
• Bakterienstamm BL21(DE3) 
• GSH-Sonifizierungspuffer 
• Stabsonifizierer (Branson 450 Sonifier) 
• 1M IPTG 
• GSH-Sepharose CL-4B (GE Healthcare) 
• Triton X-100 




Eine Bakterienkolonie oder ein Stück eines Glycerolstocks wurde mit einer sterilen Pipetten-
spitze gepickt, in 10-20 ml LBAmp überführt und ü. N. bei 37°C in einem Wärmeschüttler 
wachsen gelassen. Am nächsten Tag wurde die Kultur 1:20 in LB-Medium verdünnt und 
wieder wie oben kultiviert bis eine OD600"0,7 erreicht wurde. Ein Aliquot von 1 ml wurde für 
spätere SDS-PAGE Analysen abgenommen und der Rest der Kultur mit 1 mM IPTG indu-
ziert. Zur Aufreinigung wurden 100-1000 ml Bakterienkultur verwendet, was eine Ausbeute 
von 0,2-2 mg rekombinantem Protein ergab. Die Bakterien wurden für 3 h bei 37°C oder ü. 
N. bei 18°C inkubiert und nach dieser Zeit wurde wieder ein 1 ml Aliquot abgenommen. Ab 
jetzt wurden alle Arbeitschritte bei 4°C oder auf Eis, wenn nicht anders beschrieben, durch-
geführt. Die Bakterien wurden für 15 min bei 8 000 x g pelletiert, der Überstand verworfen 
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und das Bakterienpellet in GSH-Sonifizierungspuffer (1/40 des Ausgangsvolumens der Bak-
terienkultur) resupendiert. Die Bakterien wurden durch sechs Sonifizierungsimpulse bei 50 W 
und einer Dauer von je 15 sec aufgeschlossen. Zwischen den Pulsen wurde die Suspension 
für 1 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurde die Suspension für 30 min bei 16 000 x g 
zentrifugiert und der Überstand in ein Falconröhrchen überführt. Die GSH-Sepharose wurde 
in PBS äquilibriert und ein 1/1-Verhältnis von PBS/Sepharose zu dem Bakterienlysat gege-
ben. Pro ml Lysat wurden 500 !l PBS/Sepharose hinzugegeben. Es folgte eine 30-minütige 
Inkubation auf dem Drehrad bei RT. Anschließend wurde die Sepharose für 2 min bei 2000 x 
g pelletiert und der Überstand verworfen. Es wurde PBS hinzugegeben (10-faches Volumen 
der Sepharose) kurz invertiert und wie zuvor zentrifugiert. Insgesamt wurde die Sepharose 
viermal mit PBS gewaschen. Für die Verwendung bei GST-Pulldowns wurde die Sepharose 
in GST-Proteinlagerungspuffer resuspendiert (1Vol Puffer auf 1 Vol Sepharose) und bei -
80°C bis zur Verwendung gelagert. 
 
Herstellung eines Antikörpers gegen GST-E2F3b 
GST-E2F3b wurde wie oben beschrieben aus E. coli aufgereinigt. Um das rekombinante 
Protein zur Immunisierung von Kaninchen zu verwenden, wurde es von der Sepharose elu-
iert. Hierfür wurde die Sepharose in GSH-Elutionspuffer (1 Vol Puffer auf 1 Vol Sepharose) 
resuspendiert und für 15 min bei RT geschüttelt. Nach Zentrifugation bei 2000 x g für 2 min 
wurde der Überstand in ein Eppendorfgefäß überführt und neuer Elutionspuffer auf die 
Sepharose gegeben. Insgesamt wurde viermal eluiert und die Eluate vereinigt. Für die Im-
munisierung eines Kaninchens wurden 2 mg rekombinantes Protein von der Firma Davids 
Biotechnologie verwendet. 
 
Herstellung von Gesamtzellextrakten 
Materialien: 
• TNN-Puffer 
• eiskaltes PBS 
Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgeführt. Die Zellen wurden zweimal mit 
PBS gewaschen und in 1 ml PBS abgekratzt. Anschließend wurden die Zellen für 5 min bei 
1000 x g pelletiert und in TNN resuspendiert. Das Volumen des TNN-Puffers wurde so be-
messen, dass es dem Volumen des Zellpellets entsprach. Die Zellen wurden für 15 min auf 
Eis lysiert und anschließend wurde das Lysat  für 15 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die Proteinkonzentration des 
Lysats per Bradford-Assay (Biorad) bestimmt. 
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Herstellung von Kernexktrakten 
Materialien: 
• eiskaltes PBS 
• Hypotoner Lysepuffer 
• Dounce Homogenisierer 
• HEGN-Puffer (mit 0,1 % Igepal CA-630 (v/v) oder 1% Igepal CA-630 (v/v)) und unter-
schiedlichen KCl-Konzentrationen 
Für GST-Pulldowns wurde ein HEGN-Puffer mit 0,1 % (v/v) Igepal CA-630 und für Im-
munpräzipitationen mit 1 % (v/v) Igepal CA-630 verwendet. 
Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4°C durchgeführt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS 
gewaschen und in PBS (mit 0,5 mM PMSF) abgekratzt. Anschließend wurden diese bei 1000 
x g für 10 min pelletiert und die Zellen in hypotonem Lysepuffer (dem fünffachen Volumen 
des gepackten Zellvolumens) resuspendiert. Nach zehnminütiger Inkubation auf Eis wurden 
die Zellmembranen durch zwölf Stöße mit einem Dounce Homogenisierer aufgebrochen. 
Anschließend wurden die Zellkerne durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 800 x g pelle-
tiert und der Überstand (Cytoplasma) verworfen. Die Zellkerne wurden in HEGN-Puffer mit 
450 mM KCl resuspendiert (Volumen entsprechend dem einfachen Zellkernvolumen) und für 
30 min auf Eis geschüttelt. Unlösliche Bestandteile wurden durch eine Zentrifugation bei 20 
000 x g für 60 min abzentrifugiert. Der Überstand (Kernextrakt) wurde anschließend mit 




GST-Pulldown aus Kernextrakten 
Materialien 
• Kernextrakt 
• Rekombinantes GST-Protein an GSH-Sepharose gebunden 
Das Kernextrakt wurde mit HEGN-Puffer mit einer Igepal CA-630 Konzentration von 0,1 % 
(v/v) hergestellt. Für GST-Pulldowns mit anschließender Detektion durch Western Blot wur-
den 200-250 !g Kernextrakt mit 10 !l GST-Protein (ca. 3 !g) gemischt. Es folgte eine Inku-
bation bei 4°C für 2 h auf dem Drehrad mit anschließenden 15 min bei RT. Die GSH-
Sepharose wurde bei 2000 x g für 2 min bei 4°C zentrifugiert, der Überstand verworfen und 1 
ml HEGN (0,1 % Igepal CA-630 und 150 mM KCl) hinzugegeben. Nach mehrmaligen Inver-
tieren wurde wieder zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Insgesamt wurde die 
GSH-Sepharose viermal gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden HEGN-Reste 
mit einer Hamiltonspitze abgenommen und in dem gleichen Volumen 2x Proteinprobenpuffer 
wie GSH-Sepharose resuspendiert. Gebundene Proteine wurden durch Kochen bei 95°C für 
5 min eluiert. 
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GST-Pulldown für eine massenspektrometrische Analyse 
Materialien 
• Imperial Stain (Pierce) 
Für einen GST-Pulldown mit anschließender massenspektrometrischer Analyse wurden 4,5 
mg Kernextrakt aus HCT116 Zellen und ca. 30 !g GST-Protein verwendet. Die Inkubation 
und Waschschritte erfolgten wie oben beschrieben. Nach der SDS-PAGE auf einem großen 
8% SDS-Gel (Länge 20 cm) wurden die Proteine mit Imperial Stain (Pierce) gefärbt und die 
gewünschte Spur in 20 kleine Stücke geschnitten. Die massenspektrometrische Analyse 





• Antikörper oder krudes Kaninchenserum 
• Protein A-Sepharose CL-4B (GE Life Sciences) in HEGN-Puffer (1/1 Volumen Sephar-
ose:HEGN-Puffer) 
• HEGN-Puffer mit 1% Igepal CA-630 und 150 mM KCl 
Pro IP wurden 400 !l Kernextrakt mit einer Proteinkonzentration von 1,5 !g/!l verwendet. 
Um Bestandteile aus dem Kernextrakt zu entfernen, die unspezifisch an Protein A-
Sepharose  binden, wurde das Kernextrakt für 60 min mit 30 !l Protein A-Sepharose auf dem 
Drehrad inkubiert. Anschließend wurde für 2 min bei 2000 x g zentrifugiert und der Über-
stand für die IP verwendet. Hierfür wurden 2-4 !g Antikörper oder 5 !l krudes Kaninchense-
rum pro 400 !l hinzugegeben und ü. N. auf dem Drehrad inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
30 !l Protein A-Sepharose hinzupipettiert und für eine weitere Stunde auf dem Drehrad inku-
biert. Die Protein A-Sepharose wurde anschließend bei 2000 x g für 2 min abzentrifugiert, 
der Überstand verworfen, 1 ml HEGN-Puffer hinzugegeben und nach mehrmaligem Invertier-
ten wie zuvor zentrifugiert. Insgesamt wurde die Sepharose dreimal mit je 1 ml HEGN gewa-
schen. Nach dem letzten Waschen wurde die Sepharose mit einer Hamilton-Spritze trocken 
gesaugt und diese für 5 min mit 30 !l 2x SDS-Probenpuffer bei 95°C aufgekocht und an-
schließend per SDS-PAGE aufgetrennt. 
 




• Fixierungslösung (1% Formaldehyd in PBS) 
• 1 M Glycin 
• Eiskaltes PBS mit 0,5 mM PMSF 
• Dounce-Homogenisierer 
• Hyptoner Lysepuffer 
• ChIP-Sonifizierungspuffer 
• ChIP-Waschpuffer A 
• ChIP-Waschpuffer B 
• Protein A oder Protein G Dynabeads (Invitrogen) 
• ChIP-Elutionspuffer 
• ChIP-Blockierungslösung 
• 5 M NaCl 
• RNase A (10 mg/ml in TE) 
• Proteinase K (10 mg/ml) 
• Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) 
• Glykogen (10 mg/ml) 
• Stabsonifizierer (Branson 450) 
 
Fixierung der Zellen und Isolation des Chromatins 
Für eine ChIP wurden die Zellen auf 15 cm Schalen kultiviert und pro Immunpräzipitation 
wurden 5x106-1x107 Zellen verwendet.  
Das Medium der Zellen wurde abgesaugt und die Zellen mit 20 ml Fixierungslösung für 20 
min unter leichtem Schütteln inkubiert. Zum Abstoppen der Fixierung wurden je 2,5 ml Glycin 
hinzugegeben und für weitere 5 min inkubiert. Ab diesem Schritt wurden alle Arbeitsschritte 
auf Eis oder bei 4°C, wenn nicht anders beschrieben, durchgeführt. Die Zellen wurden an-
schließend zweimal mit PBS gewaschen und in 3 ml PBS abgekratzt. Durch zehnminütige 
Zentrifugation bei 1000 x g wurden die Zellen pelletiert und in hypotonem Lysepuffer (ca. 
fünffache Menge des Zellvolumens) resuspendiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden 
die Zellmembranen durch zwölf Stöße im Dounce-Homogenisierer aufgeschlossen. Durch 
eine Zentrifugation für 5 min bei 800 x g wurden die Zellkerne pelletiert und der Überstand 
(Cytoplasma) verworfen. Die Zellkerne wurden in Sonifizierungspuffer resuspendiert, so dass 
eine Konzentration von 5x106-1x107 Zellen pro ml erreicht wurde. Anschließend wurde das 
Lysat auf einem Drehrad für 30 min inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen in 2 ml Aliquots in 
15 ml Falconröhrchen sonifiziert. Die Stärke und Dauer der Sonifizierungsschritte wurde so 
gewählt, dass eine DNA-Größe von 200-300 bp entstand und musste für jeden Zelltyp empi-
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risch bestimmt werden. Nach der Sonifizierung wurde das Chromatin für 60 min bei 20 000 x 
g zentrifugiert. Der Überstand (lösliches Chromatin) wurde in ein Eppendorfgefäß überführt.  
 
Binden des Antikörpers an die Dynabeads 
Pro Antikörper wurden 15 !l Dynabeads mit 1-5 !g Antikörper in einem Volumen von 500 !l 
ChIP-Blocklösung ü. N. bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Am nächsten Tag wurde die 
Blocklösung entfernt und die Dynabeads in 1/10 des Volumens des Chromatins resuspen-
diert und zu diesem hinzugegeben. 
 
Immunpräzipitation 
Pro IP wurden 0,5-1 ml Chromatin für die IP eingesetzt, welches ü. N. mit den an Dynabeads 
gekoppelten Antikörper auf einem Drehrad inkubiert wurde. Anschließend wurden die Dyna-
beads wie unten beschrieben, gewaschen: 
 
2x 1 ml ChIP-Sonifizierungspuffer 
2x 1 ml ChIP-Waschpuffer A 
2x 1 ml ChIP-Waschpuffer B 
 
Nach jedem Waschschritt wurden die Dynabeads mittels eines Magneten sedimentiert, der 
Puffer abgenommen und neuer Puffer hinzugegeben. Jeder Waschschritt beinhaltete eine 
dreiminütige Inkubation auf dem Drehrad. 
 
Elution und Aufreinigung der DNA 
Nach dem letzten Waschschritt wurden Pufferreste entfernt, je 220 !l ChIP-Elutionspuffer 
hinzugegeben und anschließend unter starkem Schütteln für 15 min bei 65°C inkubiert. Die-
ser Schritt wurde ein zweites Mal mit frischem Elutionspuffer wiederholt und die Überstände 
(400 !l) vereinigt. Anschließend wurden 16,8 !l 5 M NaCl hinzugegeben und ü. N. bei 65°C 
unter leichtem Schütteln inkubiert, um die Kreuzvernetzung von DNA zu Proteinen und Pro-
teinen untereinander aufzuheben. Am nächsten Tag wurde 1 !l RNase A hinzugegeben und 
für 1 h bei 37°C inkubiert. Schließlich wurde nach Zugabe von je 4 !l EDTA und 2 !l Protei-
nase K für 2 h bei 42°C inkubiert. Die DNA wurde durch eine anschließende Phenol-
Chloroform Extraktion und durch eine Ethanolfällung in Anwesenheit von 30 !g Glykogen 
präzipitiert. Das resultierende Pellet wurde mit 80% Ethanol gewaschen und anschließend 
das Pellet luftgetrocknet und in 50 !l 10 mM Tris pH 7,4 aufgenommen. Für eine PCR wur-
den anschließend 1-2 !l pro PCR verwendet.
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Sequentielle Chromatinimmunpräzipitation (Re-ChIP) 
Materialien: 
• s. Chromatin-Immunpräzipitation 
• E2F3-Peptid (Santa Cruz; sc-878P) 
Für eine Re-ChIP wurde die fünffache Zellzahl und Antikörpermenge einer normalen ChIP 
verwendet. Bis zum Waschen erfolgte das Vorgehen wie bei der normalen ChIP. Es wurde 
nur dreimal mit Sonifizierungspuffer gewaschen und anschließend noch vorhandene Flüssig-
keitsreste mit einer Hamiltonspritze entfernt. Zur Elution der IP wurde dasselbe Peptid aus 
E2F3 verwendet, welches auch zur Immunisierung verwendet wurde und somit auch zur 
Kompetition von Antigen-Antikörperkomplexen verwendet werden kann. Hierzu wurde die 
Sepharose in 35 !l Peptidlösung resuspendiert und 25 !l des Eluats in ein neues Eppen-
dorfgefäß überführt. Die Elution wurde nochmal wie zuvor wiederholt und die beiden Eluate 
(50 !l) vereinigt. Die Eluate wurden in 500 !l Sonifizierungspuffer verdünnt und die ChIP 
wurde ab jetzt wie bei der normalen ChIP fortgeführt. 
 
 
ChIP gekoppelt mit deep sequencing (ChIP-Seq) 
Materialien: 
• ChIP-DNA 
• Genomic Sample Prep Kit (Illumina) 
• PCR Purification Kit (Qiagen) 
• MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) 
• MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) 
• 2100 Bioanalyzer (Agilent) 
Für ein ChIP-Seq Experiment wurde eine ChIP mit 108 Zellen durchgeführt und 10 !g E2F3-
Antikörper (Santa Cruz; Sc-878) oder 10 !g IgG (Sigma) für die IP verwendet. Die DNA wur-
de nicht durch eine Ethanolfällung, sondern mit Hilfe einer MinElute PCR Purification Säule 
(Qiagen) in 11 !l EB eluiert. Die sonstige ChIP-Prozedur entspricht dem oben beschriebenen 
Protokoll für eine Chromatin-Immunpräzipitation. Die nachfolgend verwendeten Reagenzien 
sind, mit Ausnahme der Qiagen Kits, alle Bestandteil des Genomic Sample Prep Kits von 
Illumina. 
 
Reparatur der DNA-Enden 
Zunächst werden die Enden der ChIP-DNA aufgefüllt, so dass aus bestehenden überhän-
genden Enden sogenannte blunt ends der ChIP-DNA entstehen. 




10x T4 Ligase Puffer10 !l 
dNTP Mix4 !l 
T4 DNA Polymerase5 !l 
Klenow Polymerase1 !l 
T4 PNK5 !l 
ad 100 !l ddH2O 
20 min bei 30°C 
 
Die DNA wurde daraufhin mittels einer PCR Purification Säule (Qiagen) entsprechend der 
Anleitung aufgereinigt und mit 32 !l EB eluiert. 
 
Ligation der Adapter 
Im Folgenden werden A’-Überhänge am 3’-Ende der DNA eingeführt, welche später für die 
Ligation der Adapter benötigt werden. 
 
ChIP-DNA32 !l 
NEB Puffer 25 !l 
dATP10 !l 
Klenow (3’ 5’ exo-)3 !l 
30 min bei 20°C 
 
Die DNA wurde anschließend mittels einer MinElute PCR Purification Säule (Qiagen) ent-
sprechend den Angaben des Herstellers aufgereinigt und mit 10 !l EB eluiert. 
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Ligation der Adapter an die ChIP-DNA 
Hier werden die Adapter (aus dem Sample Prep Kit) mittels der A’-Überhänge an die ChIP-
DNA ligiert. Die Adapter dienen zum einen zur späteren Amplifikation mittels PCR und zum 




DNA Ligasenpuffer25 !l 
Adapter (1:40 verdünnt)4,8 !l 
DNA Ligase5 !l 
ad 50 !l ddH2O 
15 min bei RT 
 
Die DNA wurde anschließend mittels einer MinElute PCR Purification Säule (Qiagen) ent-
sprechend der Angaben des Herstellers aufgereinigt und mit 11 !l EB eluiert. 
 
Amplifikation der Adapter-ligierten ChIP-DNA 
In diesem Schritt wird die DNA mit Hilfe von Oligonukleotiden (aus dem Sample Prep Kit) per 
PCR amplifiziert, welche komplementär zu den ligierten Adaptern sind. 
 
ChIP-DNA10 !l 
Phusion DNA Polymerase25 !l 
PCR Primer 1.11 !l 
PCR Primer 2.11 !l 
ad 50 !l ddH2O  
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Folgendes PCR-Programm wurde verwendet 
 
98°C 30 sec 
98°C 10 sec I 
65°C 30 sec I  => 22 Zyklen 
72°C 45 sec I 
72°C 5 min 
4°C unendlich 
 
Die DNA wurde daraufhin mittels einer PCR Purification Säule (Qiagen) entsprechend der 
Anleitung aufgereinigt und mit 35 !l EB eluiert. 
 
Größenselektion der ChIP-Bibliothek 
Um eine bessere Auflösung bei ChIP-Seq Experimenten zu erlangen und während der PCR 
entstandene Adapter-Dimere von der Bibliothek zu trennen, wurde die PCR-amplifizierte 
DNA auf einem 2%-Agarosegel aufgetrennt und der Größenbereich zwischen 200-300 bp 
ausgeschnitten. Die DNA wurde anschließend mit Hilfe eines MinElute Gel Extraction Kits 
(Qiagen) aufgereinigt und mit 15 !l EB eluiert. Die Größenverteilung und Quantität der DNA 
wurde anschließend durch einen Bioanalyzer-Chip (Agilent) analysiert (freundlicherweise von 
Svetlana Lebedewa durchgeführt) analysiert und diese anschließend für die Cluster Generie-
rung und Sequenzierung (ebenfalls von Svetlana Lebedewa durchgeführt) verwendet. 
 
Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese  
Materialien: 
• Acrylamid (30 % Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid Lösung; Roth) 
• 0,5 M Tris-Cl pH 6,8 (Sammelgel) 
• 1,5 M Tris-Cl pH 8,8 (Trenngel) 
• 20% SDS (w/v) 
• TEMED (Fluka) 
• 10% Ammoniumpersulfat (w/v) 
Die Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese 
[146]  unter denaturierenden Bedingungen. Das Trenngel wurde bis zur Auspolymerisation 
mit Isobutanol überschichtet. Die aufzutrennende Proteinlösung wurde mit SDS-Probenpuffer 
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(ESB) versetzt, für 5 min bei 95° C inkubiert und mit einer Hamilton-Spritze auf das Gel auf-
getragen.  
Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei den verwendeten Biorad Minigelen bei 120 V in 1x 
SDS Laufpuffer. 
 
Nachweis von Proteinen durch Coomassiefärbung 
Materialien: 
• Färbelösung: Imperial Protein Stain (Pierce) 
Zur Detektion von Proteinen in SDS-Gelen wurden diese nach Angaben von Pierce gefärbt. 
Hierfür wurden die Gele 3x5 min mit Wasser unter leichtem Schütteln gewaschen und an-
schließend für mehrere Stunden mit Färbelösung unter leichtem Schütteln inkubiert. An-
schließend wurde das Gel durch mehrere Waschschritte mit Wasser entfärbt. 
 
Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen 
Materialien 
• Whatmanpapier 
• Nassblot-Vorrichtung (Biorad) 
• Blotpuffer 
• PVDF Polyvinylidendifluorid-Membran (Roth) 
• Methanol 
Die PVDF-Membran wurde eine Minute in Methanol inkubiert und wurde anschließend für 2 
min im Blotpuffer äquilibriert. Für den genauen Aufbau des Western Blots s. die Anleitung 




• PBST (0,05% Tween-20 in PBS) 
• PBST-Blotto (5% Magermilchpulver (w/v) in PBST) 
• Immobilon ECL (Millipore) 
• ECL-Film (GE Life Sciences) 
Die Membran wurde für eine halbe Sunde in Blocklösung auf der Wippe geblockt und später 
mit dem Primärantikörper (in Blocklösung verdünnt) ü. N. bei 4° C oder 1 h bei RT schüttelnd 
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inkubiert. Anschließend wurde die Membran dreimal mit PBST für 5 min auf dem Schüttler 
gewaschen. Anschließend wurde sie für eine Stunde mit dem Sekundärantikörper (in PBST-
Blotto) behandelt. Im Folgenden wurde wie bei dem Primärantikörper gewaschen, die Memb-





3.1 HELLS ist ein neuer essenzieller Kofaktor von E2F3 
 
3.1.1 Ermittlung neuer Interaktionspartner mittels GST-Pulldown 
Um neue potenzielle Interaktionspartner von E2F3 zu identifizieren, wurde ein so genannter 
GST-Pulldown Ansatz gewählt. Hierfür wurde bakteriell exprimiertes GST-E2F3b mit Kernex-
trakten von HCT116 Zellen inkubiert, die gebundenen Proteine über eine SDS-PAGE aufge-
trennt und das Gel mit Coomassie gefärbt (Abb. 3.1A). 
Für diesen Ansatz wurde E2F3b und nicht E2F3a als Fusionsprotein verwendet, da GST-
E2F3a unter nativen Bedingungen nicht aus E. coli Bakterien aufgereinigt werden konnte 
und somit nicht sichergestellt war, dass das Protein in seiner nativen Konformation vorlag. 
Dies ist allerdings essenziell, um Artefakte in diesem Ansatz zu vermeiden. Da sich jedoch 
E2F3a und E2F3b ausschließlich in einem Teil des N-Terminus unterscheiden und somit 
DNA-Bindungsdomäne, Dimerisierungsdomäne und Transaktivierungsdomäne identisch sind 
(s. Abb. 1.5), ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass E2F3b-interagierende Proteine auch 
an E2F3a binden.  
Nach der Coomassie-Färbung (Abb. 3.1A) waren deutlich mehr Banden in jener Spur sicht-
bar, bei welcher das GST-E2F3b-Fusionsprotein mit Kernextrakt inkubiert wurde (Spur 4), 
als in jener Spur, bei der das Kernextrakt nur mit aufgereinigtem GST-Protein inkubiert wur-
de (Spur 3). Dies ließ vermuten, dass die Proteine in Spur 4 spezifisch mit E2F3b interagier-
ten. Als weitere Kontrolle wurde für die beiden bakteriell exprimierten Proteine auch eine 
Kontrolle aufgetragen, die kein Kernextrakt in der Bindungsreaktion enthielt (Spur 1-2). Hier 
waren ebenfalls keine Banden sichtbar, was zeigt, dass die Proteine in Spur 4 nicht von bak-
teriellen Proteinen stammen, die mit GST-E2F3b interagieren. 
Um die Identität der Proteine zu bestimmen, wurde die Spur 4 in 20 einzelne Stücke ge-
schnitten und diese mittels Massenspektrometrie analysiert. 
Mit diesem Ansatz konnten über 100 potenzielle Interaktionspartner von E2F3b identifiziert 
werden (komplette Liste s. Anhang), wobei betont werden muss, dass in dieser Liste vermut-
lich auch diverse GST-bindende Proteine vorhanden sind, da die GST-Probe (Spur 3) nicht 
als Vergleich massenspektrometrisch untersucht wurde. Jedoch waren in der Liste schon 
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beschriebene E2F-Interaktionspartner, wie z. B. TIF1BETA [147, 148]  oder TRRAP [149]  
vorhanden, was zeigt, dass dieser Ansatz geeignet ist, um Interaktionspartner zu finden. 
Ein potenzieller Interaktionspartner war das L3MBTL3 Protein. Es wurde schon eine physika-
lische Interaktion von L(3)MBTL und dE2F2 in Drosophila nachgewiesen [150] . Somit han-
delt es sich hierbei auch um einen guten Kandidaten für ein E2F3b-interagierendes Protein. 
Dies wurde jedoch im Verlaufe dieser Arbeit nicht weiter verfolgt. 
Ein weiteres identifiziertes Protein war die SNF2-ähnliche Helikase HELLS (s. Kap. 1.10), 
welches mit 19 unterschiedlichen Peptiden und einer Sequenzabdeckung von 16% detektiert 
wurde. Bei HELLS handelt es sich um einen potenziellen Chromatin Remodelling-Faktor, 
dessen Rolle bis jetzt ausschließlich bei der Repression von Zielgenen beschrieben wurde 
(s. Kap 1.11). 
 
 
Abb. 3.1: Identifizierung von E2F3b-interagierenden Proteinen 
A) Kernextrakte von HCT116 Zellen wurden mit den angegebenen Fusionsproteinen inku-
biert und nach Elution über eine SDS-PAGE aufgetrennt. Je eine Probe ohne Kernextrakt (-
NE) diente als Kontrolle für bakterielle Proteine, welche mit GST-E2F3b interagieren könnten 
(Spur 1-2). Das Gel wurde daraufhin mit Coomassie gefärbt, um die Proteine zu visualisie-
ren. Die Spur 4, wurde in 20 kleine Stücke geschnitten (1-20) und per Massenspektrometrie 
analysiert. Das GST-E2F3b Protein ist mit einem Stern gekennzeichnet. B) Ein Aliquot der 
verwendeten GST-Proteine wurde parallel mit Coomassie gefärbt, um die Reinheit und rela-
tive Menge zu überprüfen. 
 
Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Interaktion von HELLS und E2F3 genauer unter-
sucht, da E2f3-defiziente und Hells-defiziente MEFs einen sehr ähnlichen Phänotyp aufwei-
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sen. So zeigen z. B. beide Knockout-MEFs einen Zellzyklusdefekt, eine p19Arf- und p21CIP-
Induktion, sowie einen Transformations-defekt [78, 88, 140, 151] . Dies ließ vermuten, dass 
HELLS und E2F3 in einem gemeinsamen Signalweg involviert sein könnten, weshalb die 




3.1.2 HELLS interagiert mit E2F3a/b in vitro und in vivo 
Um zunächst auszuschließen, dass es sich bei der Identifizierung von HELLS um einen Arte-
fakt der Massenspektrometrie handelte, wurde zunächst das gleiche Experiment wie in Abb. 
3.1 durchgeführt, mit dem Unterschied, dass HELLS hier mit einem spezifischen Antikörper 




Abb. 3.2: HELLS interagiert mit E2F3b unabhängig von pRB 
Kernextrakte von HCT116 Zellen oder Saos-2 Zellen wurden mit den angegebenen Fusions-
proteinen inkubiert und nach mehrmaligem Waschen und Elution auf einem SDS-Gel aufge-
trennt. Der Nachweis von HELLS erfolgte mit einem HELLS-spezifischen Antikörper. 
 
In diesem Experiment konnte die Interaktion bestätigt werden und es konnte zusätzlich ge-
zeigt werden, dass die Interaktion unabhängig von pRB erfolgt, da auch bei Verwendung von 
Kernextrakten aus der pRB-defizienten Zelllinie Saos-2 eine Bindung von HELLS an GST-
E2F3b detektierbar war. 
Um die Bindung auch in vivo zu bestätigen und gleichzeitig zu untersuchen, ob HELLS auch 
mit E2F3a interagieren kann, wurden Ko-Immunpräzipitationsexperimente durchgeführt 
(Abb. 3.3). Hierfür wurden HeLa-Zellen mit HA-E2F3a- oder HA-E2F3b-Konstrukten transfi-
ziert. Bei diesem Experiment konnte endogen exprimiertes HELLS in den Immunpräzipitaten 
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der Proben detektiert werden, bei denen HA-E2F3a (Spur 2) oder HA-E2F3b (Spur 3) übe-
rexprimiert wurde, jedoch nicht in den Leervektor-transfizierten Proben (Spur 1). 
 
 
Abb. 3.3: Überexprimiertes HA-E2F3a und HA-E2F3b interagiert mit endogenem 
HELLS 
HeLa Zellen wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert und Kernextrakte von den 
Zellen hergestellt. E2F3a und E2F3b wurden mit einem E2F3a/b-spezifischen Antikörper 
immun-präzipitiert und gebundenes HELLS über einen Western Blot detektiert. E2F3a zeigt 
eine Degradationsbande, die auf Höhe von E2F3b läuft (Vgl. Spur 2 und Spur 3 bei den In-
puts des HA Western Blots). 
 
Um auszuschließen, dass es sich hier um einen Überexpressionsartefakt handelte, wurde 
die Interaktion auch durch endogene Ko-Immunpräzipitation bestätigt. HELLS konnte nach 
einer Immunpräzipitation von E2F3 in dem E2F3-Immunpräzipitat nachgewiesen werden, 
jedoch nicht bei einer Immunpräzipitation mit Präimmunserum (Abb. 3.4A). Um zu unter-
scheiden, ob diese Interaktion indirekt über DNA vermittelt wird, wurde das gleiche Experi-
ment in Anwesenheit von Ethidiumbromid (EtBr) wiederholt. Hier ergab sich ein ähnliches 
Ergebnis wie in Abwesenheit von EtBr, so dass die beobachtete Interaktion unabhängig von 
DNA ist.  
Bei dem für die Immunpräzipitation verwendeten E2F3-Serum handelt es sich um ein Antise-
rum, das im Zuge dieser Arbeit produziert wurde. Somit wurde zusätzlich die Spezifität die-
ses Serums untersucht, um eine Kreuzreaktion mit anderen E2F-Proteinen auszuschließen. 
Hierfür wurde HA-E2F1, HA-E2F3a oder HA-E2F4 in Gegenwart von 35S-Methionin in vitro 
translatiert und für eine Immunpräzipitation eingesetzt. Die präzipitierten Proteine wurden 
anschließend per Autoradiographie detektiert. Hier zeigte sich, dass der Antikörper hochspe-
zifisch für E2F3 ist, da kein HA-E2F1 oder HA-E2F4 mit dem Antikörper immunpräzipitiert 





Abb. 3.4: Endogene Interaktion von HELLS und E2F3 in Kernextrakten von HCT116 
Zellen 
A) Endogenes E2F3a/b wurde aus Kernextrakten in Abwesenheit (-EtBr) oder Anwesenheit 
von 1 !g/ml Ethidiumbromid (+EtBr) von HCT116 Zellen immunpräzipitiert. Als Kontrolle 
wurde parallel eine Immunpräzipitation mit Präimmunserum (Präimm.) durchgeführt. Nach 
Auftrennung durch eine SDS-PAGE wurde E2F3 und kopräzipitiertes HELLS per Western 
Blot detektiert. Die schwere Kette des Antikörpers ist durch einen Stern gekennzeichnet. B) 
Immunpräzipitation mit den angegebenen 35S-Methionin in vitro translatierten Proteinen zeigt 
die Spezifität des in A) verwendeten Antiserums. Nach der Immunpräzipitation wurden die 
Proteine per Autoradiographie detektiert. IVT = in vitro Translation. 
 
3.1.3 HELLS interagiert mit der Marked Box-Domäne von E2F3 
Um diejenige Domäne von E2F3 zu bestimmen, welche für die Interaktion mit HELLS ver-
antwortlich ist, wurden verschiedene Deletionsmutanten von E2F3b (s. Abb. 3.5A) kloniert 
und als GST-Fusionsprotein in E. coli exprimiert. Da schon zuvor gezeigt wurde, dass 
HELLS sowohl mit E2F3a als auch mit E2F3b interagieren kann (Abb. 3.3), wurde hier von 
dem etwas kürzeren E2F3b ausgegangen. 
Die aufgereinigten Fusionsproteine wurden anschließend mit Kernextrakten aus HCT116 
Zellen inkubiert und gebundenes HELLS per Western Blot detektiert (s. Abb. 3.5B). Hierbei 
zeigten alle außer der Deletionsmutante 3 (Spur 5) eine detektierbare Interaktion. Diese 
Mutante war die einzige Mutante, bei der die Marked Box und eine angrenzende Region de-
letiert wurde. Die Marked Box-Domäne mit der angrenzenden Region von E2F3 ist somit 
notwendig und hinreichend für die Interaktion mit HELLS, da die Deletionsmutante 5 (Spur 
7), bestehend nur aus der Marked Box-Domäne mit der angrenzenden Region, eine gleich 






Abb. 3.5: HELLS interagiert mit der Marked Box-Domäne von E2F3 
A) Darstellung der verwendeten Deletionsmutanten von E2F3b. CycA = Cyclin A-bindende 
Domäne, DNA = DNA-Bindungsdomäne, LZ = Leucine Zipper, MBD = Marked Box-Domäne, 
TAD = Transaktivierungsdomäne, PPB = Pocket Protein-Bindungsdomäne. Die Aminosäure-
reste sind jeweils als Zahl angegeben. B) HCT116 Kernextrakte wurden mit den angegebe-
nen Fusionsproteinen inkubiert und gebundenes HELLS per Western Blot detektiert (oberer 
Teil). Die Reinheit und relative Menge der eingesetzten GST-Proteine wurde per SDS-Gel 
mit anschließender Färbung durch Coomassie überprüft (unterer Teil). 
 
3.1.4 E2F3 interagiert mit dem N-Terminus von HELLS 
Um im Gegenzug die verantwortliche Region von HELLS für die Interaktion mit E2F3 zu 
bestimmen, wurden auch von HELLS verschiedene Deletionsmutanten kloniert und als GST-
Fusionsprotein in E. coli exprimiert. HELLS als Protein voller Länge war in E. coli nicht in 
löslicher Form exprimierbar, weshalb nur drei Teilstücke exprimiert wurden. Zusätzlich zur 
Bestimmung der Interaktionsdomänen sollte hier untersucht werden, ob HELLS auch mit 
anderen E2F-Proteinen interagieren kann oder ob es spezifisch mit E2F3 interagiert. Hierfür 
wurden HA-E2F1, HA-E2F3a oder HA-E2F4 in Gegenwart von 35S-Methionin in vitro transla-
tiert, mit den angegebenen Fusionsproteinen inkubiert und die gebundenen Proteine nach 
einer SDS-PAGE per Autoradiographie detektiert. Hier war zu beobachten, dass die Bindung 
von HELLS an E2F3 hauptsächlich über seinen N-Terminus erfolgt, da HA-E2F3a am stärks-
ten an GST-HELLS 1 band (Abb. 3.6B; Spur 3). Jedoch konnte auch eine, wenn auch be-
deutend schwächere, Interaktion mit den beiden anderen Fusionsproteinen der SNF2-
ähnlichen Domäne detektiert werden (Spur 4 und 5), so dass E2F3 womöglich über mehrere 
Stellen an HELLS bindet. Zusätzlich konnte hier demonstriert werden, dass die Interaktion 
spezifisch für E2F3 ist, da weder bei HA-E2F1 noch bei HA-E2F4 eine Bindung an eines der 





Abb. 3.6: HELLS interagiert über seinen N-Terminus ausschließlich mit E2F3 
A) Graphische Darstellung der verwendeten Fusionsproteine. CC = Coiled Coil, NLS = 
nukleäres Lokalisationssignal. Die jeweiligen Aminosäurereste sind als Zahlen angegeben. 
B) HA-E2F1, HA-E2F3a oder HA-E2F4 wurde über 35S-Methionin während der in vitro Trans-
lation radioaktiv markiert und mit den angegebenen GST-Proteinen inkubiert. Gebundene 
Proteine wurden über eine SDS-PAGE aufgetrennt und per Autoradiographie detektiert. C) 
Die verwendeten GST-Fusionsproteine wurden nach einer SDS-PAGE mit Coomassie ge-
färbt. Zudem ist eine kürzere Exposition der in B) verwendeten in vitro translatierten Proteine 
dargestellt, um besser die relativen Mengen vergleichen zu können. 
 
3.1.5 HELLS bindet an die Promotoren von E2F-Zielgenen 
Die vorigen Versuche belegten, dass HELLS und E2F3 miteinander physikalisch interagieren 
können. Nun stellte sich die Frage, ob HELLS als potenzieller Chromatin Remodelling-Faktor 
an E2F-Zielgene bindet. Um dies zu untersuchen, wurden Chromatin-Immunpräzipitationen 
(ChIPs) für E2F3 und HELLS von asynchron wachsenden HCT116 Zellen durchgeführt. 
Hiermit wurde überprüft, ob HELLS an den schon beschriebenen E2F-regulierten Promoto-
ren CCNB1 (codiert für Cyclin B1), MCM4, PCNA oder p107 [117, 152]  detektiert werden 
kann. Der nicht E2F-regulierte LEFTY2 Promotor diente als Negativkontrolle. In diesen Expe-
rimenten konnten sowohl E2F3 als auch HELLS an den zuvor genannten E2F-regulierten 
Promotoren nachgewiesen werden, was zeigt, dass HELLS in vivo an die Promotoren von 





Abb. 3.7: HELLS bindet an E2F-regulierte Promotoren 
Formaldehydfixiertes Chromatin von HCT116 Zellen wurde mit Antikörpern gegen E2F3, 
HELLS oder unspezifischem IgG (als Kontrolle) immunpräzipitiert. Die präzipitierte und auf-
gereinigte DNA wurde anschließend per PCR mit Primern amplifiziert, die in der Promotorre-
gion der angegebenen Promotoren liegen. Der LEFTY2 Promotor diente hier als Negativkon-
trolle. 
 
3.1.6 E2F3 und HELLS binden gemeinsam an den p107 Promotor 
Die vorige ChIP zeigte zwar, dass E2F3 und HELLS an den gleichen Promotoren detektiert 
werden können, jedoch beweist dieses Ergebnis noch nicht, dass sie zusammen an diese 
Promotoren binden. Es wäre auch denkbar, dass in Zelle A E2F3 ohne HELLS an die DNA 
bindet und in Zelle B HELLS wiederum unabhängig von E2F3 auch an diesen Promotor bin-
det. Bei einer ChIP gegen E2F3 oder HELLS wäre somit eine Bindung der beiden Proteine 
an dem untersuchten Promotor detektierbar, auch wenn diese nie gemeinsam an diesen 
Promotor binden würden. Um der Frage nachzugehen, ob E2F3 und HELLS zusammen an 
Zielgene binden können, wurde ein Re-ChIP Experiment durchgeführt. Hierfür wurde ein 
leicht modifiziertes ChIP-Protokoll etabliert (Abb. 3.8A). Da der hier verwendete E2F3-
Antikörper gegen ein Peptid in E2F3 gerichtet ist, kann nach der E2F3-IP, durch Zugabe des 
Peptids im Überschuss, die Antigen-Antikörper Wechselwirkung wieder aufgelöst werden, 
ohne den Antikörper von der Protein A-Sepharose zu eluieren. Anschließend kann das Eluat 
für eine zweite IP eingesetzt werden. Falls trotzdem ein Teil des E2F3-Antikörpers eluiert 
wurde, wird dieser durch den Überschuss des Peptids  in der zweiten IP weiter inaktiv gehal-






Abb. 3.8: HELLS und E2F3 binden gemeinsam an den p107 Promotor 
A) Schematische Darstellung der Re-ChIP Prozedur. B) Chromatin von HCT116 Zellen wur-
de mit einem E2F3-spezifischen Antikörper oder IgG (als Kontrolle) immunpräzipitiert (1. IP) 
und nach mehrmaligem Waschen mit Peptid eluiert. Das Eluat der E2F3-IP wurde in eine 
zweite IP (Re-IP) gegen HELLS eingesetzt. IgG diente hier ebenfalls als Kontrolle. Per PCR 
wurde jeweils die Bindung an den p107 Promotor oder den ACTNB Promotor als Negativ-
kontrolle untersucht. 
 
Mit Hilfe dieses modifizierten ChIP-Protokolls konnte E2F3 spezifisch an dem p107 Promotor 
und nicht dem beta-Actin Promotor (ACTNB) nachgewiesen werden, so dass die Elution mit 
dem Peptid erfolgreich war (Abb. 3.8B). Zum anderen war nach anschließender Re-IP mit 
einem HELLS-Antikörper oder IgG (als Kontrolle) HELLS an dem p107 Promotor detektier-
bar. Diese Anreicherung war spezifisch für p107, da an dem ACTNB Promotor keine Bin-
dung detektierbar war. Dies beweist, dass HELLS und E2F3 gemeinsam an den p107 Pro-
motor binden. 
 
3.1.7 E2F3 rekrutiert HELLS zu Promotoren 
Es wurde zuvor gezeigt, dass HELLS an den untersuchten E2F-regulierten Promotoren 
nachgewiesen werden kann und gemeinsam mit E2F3 an den p107 Promotor bindet. Dies ist 
jedoch noch kein Beweis, dass wirklich E2F3 diesen potenziellen Chromatin Remodelling-
Faktor zu den Promotoren rekrutiert. Man kann hier nicht ausschließen, dass HELLS über 
einen anderen Faktor als E2F3 an Promotoren bindet. Um zu untersuchen, ob HELLS über 
E2F3 rekrutiert werden kann, wurde in diesem Experiment ein tamoxifeninduzierbares HA-
ER-E2F3a System verwendet. Per retroviraler Infektion wurden T98G Zellen hergestellt, die 
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stabil dieses Fusionsprotein überexprimieren, wobei die HA-ER-E2F3a Überexpression zu 
keiner Veränderung der HELLS Expression führte (Abb. 3.9A). 
Bei HA-ER-E2F3a handelt es sich um ein Fusionsprotein aus E2F3a und der Ligandenbin-
dungsdomäne des Östrogenrezeptors [153] . Durch Bindung von HSP90 Proteinen wird die-
ses Fusionsprotein im Cytoplasma gehalten und transloziert nach Zugabe des Östrogenana-
logons 4-Hydroxytamoxifen (OHT) in den Zellkern und bindet an seine Zielgene. Hier ist zu 
erwähnen, dass es sich bei dem Teil des Östrogenrezeptor um eine Punktmutante handelt, 
die kein natürliches Östrogen mehr binden kann und auch keine Transaktivierungseigen-
schaften mehr besitzt [154] . Zudem besitzt dieser Teil des Östrogenrezeptors zusätzlich ein 
HA-Epitop, welches zur Detektion des Fusionsproteins genutzt werden kann. 
Zunächst wurde überprüft, ob HELLS und HA-ER-E2F3a in der Immunfluoreszenz nach 
OHT-Induktion kolokalisieren (Abb. 3.9B). Hier war eine Kolokalisation von endogenem 
HELLS und HA-ER-E2F3a in diesen Zellen zu beobachten, auch wenn die Interpretation 
dieser Ergebnisse durch die breite Lokalisation von HA-ER-E2F3a erschwert ist. Interessan-
terweise konnte man beobachten, dass sowohl HELLS als auch HA-ER-E2F3 von den be-
sonders DAPI-reichen Domänen des Kerns ausgespart werden (Abb. 3.9C), welche typisch 
für die dicht gepackten Heterochromatinbereiche sind. Dies steht im Widerspruch zu vorigen 
Publikationen, die eine präferenzielle Assoziation von HELLS mit Bereichen des konstitutiven 
Heterochromatins (wie Zentromerbereichen) nachgewiesen haben [155, 156] . Diese Diskre-
panz könnte unter anderem durch unterschiedliche verwendete Antikörper und/oder Unter-
schiede in den benutzten Zelltypen zustande kommen. 
Das OHT-induzierbare ER-E2F3-System wurde hier verwendet, da es ermöglicht, die Rekru-
tierung von Kofaktoren in einem sehr engen Zeitfenster von wenigen Minuten zu beobachten 
[117] . Aus diesem Grund wurde hier eine ChIP gegen HA-ER-E2F3 und HELLS nach OHT-
Induktion durchgeführt, um die Bindung des Fusionsproteins und die mögliche Rekrutierung 
von HELLS zu E2F-regulierten Promotoren zu untersuchen. 
Wie in Abb. 3.9D zu sehen ist, kann eine Stunde nach der OHT-Zugabe HA-ER-E2F3 per 
ChIP an den E2F-Zielgenen CDC6, p107, MCM4 oder PCNA detektiert werden. Die Rekru-
tierung an Promotoren war spezifisch für E2F-regulierte Promotorregionen, da 2 Kilobasen 
oberhalb des p107 Transkriptionsstarts (p107 +2kb TSS) keine induzierte Bindung beobach-
tet werden konnte. Ähnliche Ergebnisse zeigten sich bei einer durchgeführten ChIP gegen 
HELLS, so dass HELLS nach OHT-Induktion ebenfalls an den Promotoren der E2F-Zielgene 
verstärkt nachgewiesen werden konnte. Zusätzlich war hier zu beobachten, dass HELLS an 
den untersuchten E2F-Zielgenen in den uninduzierten Zellen nur sehr schwach an den E2F-
regulierten Genen gegenüber der Kontrollregion angereichert war. 
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Im Laufe dieser Arbeit wurde wiederholt versucht eine endogene Bindung von HELLS an die 
E2F-regulierten Promotoren in T98G Zellen wie bei den HCT116 Zellen (s. Abb. 3.7) und 
MEFs (s. Abb. 3.10A) nachzuweisen. Dies war jedoch nicht erfolgreich. Eine mögliche Erklä-
rung hierfür wäre, dass HCT116 Zellen mehr HELLS und E2F3 exprimieren, auch wenn dies 
nicht weiter untersucht wurde. Nichts desto trotz zeigt dieser Versuch, dass eine induzierte 
Rekrutierung von E2F3 gleichzeitig zu einer erhöhten Bindung von HELLS an den untersuch-





Abb. 3.9: HA-ER-E2F3a rekrutiert HELLS zu E2F-regulierten Zielpromotoren 
A) Kontrolle der Überexpression des HA-ER-E2F3 Proteins. VINCULIN dient hier als Lade-
kontrolle. B) Deconvolution-Immunfluoreszenz von OHT-induzierten T98G HA-ER-E2F3a 
Zellen. Die Zellen wurden für 1 h mit 300 nM OHT behandelt und anschließend wurden die 
angegebenen Antikörper für die Immunfluoreszenz verwendet. Die DNA wurde mit DAPI ge-
gengefärbt. Der weiße Balken entspricht einer Länge von 10 !m und das Bild hat eine Tiefe 
von ca. 0,4 !m. C) Vergrößerung der gestrichelten Region aus B). Dargestellt sind die über-
lagerten Bilder von DAPI mit der HELLS-Färbung oder DAPI mit der HA-Färbung. D) T98G 
HA-ER-E2F3a Zellen wurden entweder für eine Stunde mit Ethanol als Lösungsmittelkontrol-
le (-OHT) oder 300 nM 4-Hydroxytamoxifen (+OHT) behandelt und anschließend für eine 
ChIP prozessiert. Das Chromatin wurde entweder mit einem Antikörper gegen das HA-
Epitop oder  gegen HELLS immunpräzipitiert und die DNA für eine qPCR eingesetzt. Hierbei 
wurden die E2F-Zielgene CDC6, p107, MCM4 und PCNA, sowie eine Region 2 kb oberhalb 
des Transkriptionsstarts vom p107 Promotor (p107 +2 kb TSS) als Negativkontrolle unter-
sucht. Die qPCR wurde in Triplikaten durchgeführt und die Fehlerbalken geben die Stan-






Um im Gegenzug zu überprüfen, ob die Abwesenheit von E2F3 auch zu einer verminderten 
Rekrutierung von HELLS führt, wurde eine ChIP gegen HELLS mit Chromatin von Wildtyp 
MEFs und E2f3-/- MEFs durchgeführt (Abb. 3.10). Hier war eine zwei- bis dreifach verminder-
te Bindung von HELLS an die beiden untersuchten E2F-Zielgene Bmyb und p107 in E2f3-/- 
MEFs zu beobachten, welche nicht auf eine verminderte Expression von HELLS in E2f3-/- 
MEFs zurückzuführen ist (Abb. 3.10B). Zudem war die Bindung von HELLS an das schon 
beschriebene HELLS-Zielgen Hoxa7 in E2f3-/- MEFs nicht vermindert, sogar tendenziell eher 
verstärkt. Wie in Abb. 3.10C zu sehen ist, handelt es sich bei Hoxa7 nicht um ein E2F3-
Zielgen, da E2F3 zwar an den beschriebenen E2F-Zielgenen p107 und Bmyb nachgewiesen 
werden konnte, nicht jedoch am Hoxa7-Gen. Diese Versuche zeigen, dass der Verlust von 
E2F3 zwar zu einer für E2F-Zielgene spezifischen verminderten Bindung von HELLS führt, 






Abb. 3.10: Die Bindung von HELLS an die E2F-Zielgene p107 und Bmyb ist in E2f3-/- 
MEFs_vermindert 
A) Formaldehydfixiertes Chromatin von Wildtyp (Wt) oder E2f3-/- MEFs wurde für eine ChIP 
mit einem HELLS-spezifischen Antikörper oder IgG eingesetzt und die angegebenen Promo-
toren amplifiziert. Der beta-Actin Promotor (Actnb) diente hier als Negativkontrolle und der 
Hoxa7-Promotor als E2F3-unabhängiges HELLS-Zielgen, während es sich bei p107 und 
Bmyb um beschriebene E2F-Zielgene handelt (s. C). B) Die Expression von HELLS wurde in 
Wildtyp (Wt) MEFs oder E2f3-/- MEFs untersucht. VINCULIN dient als Ladekontrolle. C) 
Chromatin von Wildtyp MEFs wurde mit einem E2F3-spezifischen Antikörper oder IgG (als 
Kontrolle) immunpräzipitiert um die Bindung von E2F3 an die Promotoren von p107, Bmyb, 
Hoxa7 oder beta-Actin (Actnb) per qPCR zu untersuchen. 
 
3.1.8 HELLS-Depletion in asynchron wachsenden Zellen führt zu keinem Effekt auf 
die Expression von E2F-Zielgenen  
Um zu untersuchen welche Rolle HELLS bei der Regulation von E2F-regulierten Genen 
spielt, wurde HELLS mit Hilfe lentiviral transduzierter shRNAs in T98G Zellen depletiert. 
T98G Zellen wurden entweder mit einem Lentivirus infiziert, der eine shRNA in sich trug, die 
auf keine im humanem Genom befindliche Zielsequenz abzielt (shKontrl.) oder mit Lentivi-
ren, die zwei verschiedene shRNA Sequenzen gegen humanes HELLS in sich trugen 
(shHells 1 oder shHells 2). Die Verwendung von zwei Sequenzen hat den Sinn so genannte 
off target-Effekte auszuschließen. Es kann vorkommen, dass die shRNA nicht ausschließlich 
zur Degradation der Ziel-RNA führt, sondern noch andere Ziele im Transkriptom hat, so dass 
Ergebnisse 
81 
durch Verwendung von zwei unterschiedlichen shRNAs das Risiko vermindert wird, dass ein 
beobachteter Phänotyp aufgrund dieses off target-Effekts zustande kommt. Die beiden klo-
nierten shRNAs führten zu einer effizienten Depletion (knockdown) von HELLS auf Protein- 
und RNA-Ebene (s. Abb. 3.11) in T98G Zellen.  
 
 
Abb. 3.11: Verlust von HELLS in asynchronen T98G Zellen hat keinen Effekt auf E2F-
Zielgene 
A) T98G Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die shRNAs gegen kein vorhergesagtes Ziel 
im humanem Genom haben (shKontr.) oder zwei verschiedene Sequenzen gegen HELLS 
(shHells 1 oder shHells 2) tragen. Anschließend wurden Proteinlysate hergestellt und die 
Expression der angegebenen Proteine per Western Blot untersucht. "-TUBULIN dient hier 
als Ladekontrolle. B) Die Zellen wurden wie in A) behandelt und die Expression auf mRNA-
Ebene per qRT-PCR quantifiziert. Es wurde gegen die Expression von GAPDH normalisiert. 
Die Werte der shKontr. Probe wurde als eins gesetzt und die Werte der beiden shHells Pro-
ben in Relation zu dieser Probe angegeben. 
 
Zudem zeigte sich, dass auf Proteinebene weder ein nennenswerter Effekt auf die E2F-
Zielgene E2F1 oder p107 noch die anderen Pocket Proteine pRB und p130 oder E2F4 zu 
beobachten war. Lediglich ein schwacher Verlust der E2F3a/b Expression war wiederholt 
nach HELLS knockdown zu beobachten. Dieser Effekt war allerdings nicht transkriptionell 
bedingt (s. Abb. 3.12). Auch auf mRNA-Ebene war die Expression der E2F-Zielgene CDC6, 




3.1.9 HELLS ist essenziell für den Wiedereintritt in die S-Phase nach Quieszenz 
Einer der Gründe, warum bei den folgenden Experimenten T98G Zellen verwendet wurden, 
war, dass diese Zellen sehr gut durch Serumentzug in die Quieszenz gebracht werden kön-
nen und nach erneuter Zugabe von Serum synchron in die S-Phase gehen [45, 152, 157] . 
Hierbei ist zu erwähnen, dass asynchron wachsende Zellen aufgrund des vorhandenen Se-
rums nie wirklich den quieszenten Zustand erreichen, jedoch lassen sich hier die stärksten 
Effekte bei E2f3-/- MEFs beobachten [78] , so dass für einen potenziellen Kofaktor von E2F3 
dies auch zutreffen sollte. T98G Zellen wurden bereits in vielen Studien über E2F-
Transkriptionsfaktoren verwendet [44, 45, 158]  und sind somit ein gut untersuchtes Modell-
system für diese Zwecke. Zudem exprimieren diese Zellen weder funktionelles p53 noch 
p18INK4C [159, 160]  und haben zusätzlich einen Verlust des INK4A/ARF Lokus [161] . Auf-
grund vorheriger Publikationen über Hells-defiziente MEFs hätte die mögliche Dysregulation 
dieser Zellzyklusinhibitoren nach HELLS-Verlust zur erschwerten Interpretation der Daten 
geführt (s. Kap. 1.11).  
Die folgenden Experimente wurden durchgehend wie in Abb. 3.12A schematisch dargestellt, 
durchgeführt. Das Serum wurde immer direkt im Anschluss an die Infektion entzogen, um 












Abb. 3.12: HELLS ist essenziell für die Induktion von E2F-Zielgenen beim Austritt aus 
der_Quieszenz 
A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs für die Ergebnisse von B)-C). B) Nach 
knockdown von HELLS in T98G Zellen wurden diese durch Serumentzug in G0 arretiert, 
durch Zugabe von Serum wieder induziert und zu verschiedenen Zeiten nach Induktion Pro-
teinlysate hergestellt. Per Western Blot wurde die Induktion von HELLS, p107, CDC6, E2F1 
und E2F3a/b überprüft. VINCULIN dient hier als Ladekontrolle. C) Die angegebenen Gene 
wurden per qRT-PCR untersucht. Hierfür wurde gegen die GAPDH Expression normalisiert, 
der Zeitpunkt null Stunden nach Induktion als eins gesetzt und die anderen Werte in Relation 
dazu angegeben. Angegeben ist der MW ± SD. S18, als weiteres nicht zellzyklusreguliertes 






In Übereinstimmung mit einer vorigen Studie [162]  konnte eine Induktion von HELLS nach 
Serumstimulation beobachtet werden. Zudem konnte wie erwartet eine Induktion der E2F-
Zielgene p107, CDC6, E2F1 und E2F3a bei kontrollinfizierten Zellen (shKontr.) auf Protein-
ebene beobachtet werden (Abb. 3.12B). Hier war jedoch ein drastischer Unterschied zu den 
Resultaten bei asynchron wachsenden Zellen zu beobachten: in beiden HELLS-depletierten 
Zelllinien waren p107, CDC6 und E2F3a fast gar nicht mehr detektierbar und E2F1 wurde 
sehr viel später aktiviert als in der Kontrolle. Ähnliche Ergebnisse ergaben sich bei der Un-
tersuchung auf mRNA-Ebene für die untersuchten E2F-Zielgene CDC6, MCM6, E2F1 und 
CCNA2 (Abb. 3.12C). Die veränderte Expression war spezifisch für E2F-Zielgene, da sich 
weder bei E2F3b noch bei S18 eine wesentliche Veränderung der Expression zwischen 
shHells 1-infizierten und kontrollinfizierten Zellen zeigte. Wie schon erwähnt, zeigte E2F3b 
auch hier eine stark verminderte Expression auf Proteinebene (Abb. 3.12B), welche jedoch 
nicht transkriptionell bedingt ist (Abb. 3.12C) und somit wahrscheinlich auf eine verminderte 
Stabilität von E2F3b zurückzuführen ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass HELLS essenziell für 
die transkriptionelle Aktivierung von E2F-Zielgenen beim Austritt aus der G0-Phase des Zell-
zyklus ist. 
In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen führte die verminderte Expression von 
HELLS auch zu einem verspäteten Wiedereintritt von T98G Zellen in die S-Phase nach Se-
rumentzug, wie durch ein BrdU-Inkorporationsexperiment gezeigt werden konnte (3.13 A-B). 
Hier war zu beobachten, dass die Zellen nach HELLS-Depletion sehr viel langsamer in die S-
Phase eintraten, so dass die HELLS-depletierten Zellen erst nach 24 Stunden zu 50 % BrdU-
positiv waren, was bei kontrollinfizierten Zellen bereits nach 14 Stunden der Fall war. Um zu 
überprüfen, ob in den HELLS-depletierten Zellen womöglich ein Defekt oberhalb der seru-
minduzierten pRB-Phosphorylierung vorlag, wurde sowohl die Cyclin D1-Induktion als auch 
die pRB-Phosphorylierung an Serin 780 in T98G Zellen untersucht (Abb. 3.13C). Bei dieser 
Phosphorylierungsstelle handelt es sich um ein Serin, dass spezifisch von Cyclin D1-CDK4/6 
Kinasen phosphoryliert wird [163]  und demzufolge diese Phosphorylierung in Cyclin D1 
Knockoutmäusen nicht mehr nachweisbar ist [164] . Zum einen war die seruminduzierte Ak-
kumulation von Cyclin D1 in HELLS-depletierten Zellen nicht verändert und zum anderen war 
auch die Phosphorylierung von pRB an Serin 780 durch die HELLS-Depletion bis 11 Stun-
den nach Seruminduktion nicht vermindert. Nach 16 Stunden ist zwar eine verminderte 
Phosphorylierung von pRB in den HELLS-depletierten Zellen zu beobachten, jedoch ist die-
ser Effekt auf eine verminderte Expression von pRB selbst zurückzuführen. Dies kann mit 
der Tatsache erklärt werden, dass pRB ein direktes E2F-Zielgen ist [98]  und somit vermut-
lich durch die verminderte HELLS-Expression genauso wie die anderen untersuchten E2F-
Zielgene nicht mehr aktiviert wird. Allerdings sind nach 11 Stunden (hier ist die Phosphorylie-
Ergebnisse 
85 
rung zwischen HELLS-depletierten und kontrollinifizierten Zellen noch gleich) schon deutli-
che Unterschiede in der CDC6-Induktion zwischen beiden Zellpopulationen zu beobachten 
(s. auch Abb. 3.12C). Aufgrund dessen lässt sich schlussfolgern, dass die verminderte In-
duktion von E2F-Zielgenen nicht auf einen Defekt oberhalb der pRB-Phosphorylierung zu-
rückgeführt werden kann. 
Der in Abb. 3.13B gezeigte, verlangsamte Eintritt in die S-Phase nach HELLS-Depletion er-
klärt somit auch die verminderte Wachstumsrate von NIH3T3 Zellen, in denen HELLS mittels 
retroviraler shRNAs herunterreguliert wurde (Abb. 3.13 D-F). Die verwendeten shRNAs führ-
ten zu einer effizienten Depletion von HELLS (Abb. 3.13 D). Das Wachstum war sowohl un-
ter Bedingungen geringer Zelldichte bei einem Kolonienformationsexperiment (Abb. 3.13E), 
als auch unter Bedingungen hoher Zelldichte bei einer kumulativen Wachstumskurve (Abb. 
3.13F) in den HELLS-depletierten Zellen stark vermindert.  
Bei Untersuchungen der Apoptoserate konnten keine Unterschiede zwischen HELLS-
depletierten und kontrollinfizierten Zellen festgestellt werden (Daten hier nicht gezeigt), so 
dass die verminderte Proliferationsrate durch den Defekt beim S-Phaseeintritt erklärt werden 
kann. Ein Grund, warum hier zusätzlich NIH3T3 Zellen verwendet wurden, war, dass in die-
sem Zelltyp nach HELLS-Depletion kein Verlust der genomweiten DNA-Methylierung be-
obachtet werden konnte [142] , so dass dies als Grund für die beobachteten Effekte zusätz-




Abb. 3.13: Der Verlust von HELLS führt zu einem verzögerten Wiedereintritt in die S-
Phase_und_einem_Proliferationsdefekt  
A) Das Experiment wurde mit T98G Zellen wie in Abb. 3.12 durchgeführt. Die Zellen wurden 
für 2 Stunden mit 50 !M BrdU inkubiert und BrdU-positive Zellen anschließend per Immun-
fluoreszenz identifiziert. Dargestellt ist ein repräsentatives Beispiel für die Zeitpunkte 0h und 
19h nach Serumzugabe. B) Quantifizierung von drei unabhängigen BrdU-Experimenten. Pro 
Zeitpunkt wurde die Anzahl der BrdU-positiven Zellen quantifiziert. Pro Zeitpunkt wurden je 
mindestens 200 Zellen gezählt. Angegeben ist der MW ± SE (Standardfehler). * = p-Wert < 
0,05; ** = p-Wert < 0,01 (T-Test nach Fisher) C) T98G Zellen wurden wie in Abb. 3.12A be-
handelt und die Expression von den angegebenen Proteinen per Western Blot untersucht. D) 
Knockdown von HELLS in NIH3T3 Zellen. TUBULIN diente hier als Ladekontrolle und eine 
unspezifische Bande ist mit einem Stern gekennzeichnet. E) 1x105 NIH3T3 Zellen wurden 
nach der Infektion auf eine 10 cm-Schale ausplattiert und nach 8 Tagen mit Kristallviolett 
gefärbt. F) Am Tag 0 wurden 8x105 NIH3T3 Zellen pro 6-Lochplatte ausplattiert, jeweils nach 
drei Tagen die Zellzahl bestimmt und daraufhin erneut 8x105 Zellen ausplattiert. Hieraus 
wurde die kumulative Wachstumskurve errechnet. Das Experiment wurde in Triplikaten 
durchgeführt und angegeben ist der MW ± SD. 
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3.1.10 E2F3 benötigt HELLS zur Aktivierung seiner Zielgene 
In den vorigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass E2F-Zielgene bei dem Wiederein-
tritt in den Zellzyklus nach shRNA-vermittelter Depletion von HELLS nicht mehr aktiviert wer-
den können. Die Interpretation dieser Ergebnisse wird allerdings dadurch erschwert, dass die 
Depletion von HELLS ebenfalls zu einer verminderten E2F3-Menge auf Proteinebene führt 
(Abb. 3.12B). Somit wäre es denkbar, dass allein die verminderte E2F3-Expression der 
Grund für die fehlende Induktion der Zielgene ist. Um diese Frage zu klären, wurde auch hier 
das HA-ER-E2F3a System verwendet. Es wurde schon in vorigen Studien gezeigt, dass das 
HA-ER-E2F3a Fusionsprotein ein potenter Aktivator von E2F-Zielgenen ist [93, 165, 166]  
und dass alleine die Aktivierung dieses Proteins auch in Abwesenheit von Serum ausreicht, 
um Zellen aus der Quieszenz in die S-Phase zu bringen [153] . Somit ermöglicht dieses Sys-
tem zum einen den Verlust von E2F3 nach HELLS-Depletion zu kompensieren und zum an-
deren die Induktion von Zielgenen unabhängig von anderen beeinflussenden Faktoren zu 
untersuchen. Hierfür wurde das Experiment im Wesentlichen wie in Abb. 3.12A durchgeführt. 
Der einzige Unterschied war, dass hier T98G-HA-ER-E2F3a Zellen verwendet wurden, die 
zusätzlich zum Serum noch mit OHT induziert wurden, um das HA-ER-E2F3a in den Zellkern 
zu bringen. Dabei waren trotz starker Überexpression des HA-ER-E2F3a Proteins (s. Abb. 
3.9A) die untersuchten Zielgene p107, CDC6 und E2F1 nach HELLS-Depletion immer noch 
nicht induzierbar (Abb. 3.14A). Die fehlende Induktion der E2F-Zielgene nach HELLS-
Depletion kann allerdings weder mit einer gestörten Translokation des HA-ER-E2F3a Prote-
ins in den Zellkern (Abb. 3.14B), noch mit einer gestörten Bindung von HA-ER-E2F3a an 
seine Zielgene erklärt werden. Im ChIP-Experiment war E2F3 in den HELLS-depletierten 
Zellen nach OHT-Induktion mindestens genauso, wenn nicht sogar etwas stärker, an den 
untersuchten Promotoren der E2F-Zielgene p107, MCM4, CDC6 oder PCNA detektierbar 
wie in den kontrollinfizierten Zellen (Abb. 3.14C). 
Dies beweist, dass die E2F3a-Transaktivierungseigenschaften von der HELLS-Expression 









Abb. 3.14 : Überexpression von E2F3a führt in Abwesenheit von HELLS zu keiner In-
duktion_seiner_Zielgene 
A) Das Experiment wurde wie in Abb. 3.12A durchgeführt. Die Zellen wurden jedoch zusätz-
lich zum Serum mit 300 nM OHT induziert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion 
geerntet. Per Western Blot wurden die Expression der E2F-Zielgene p107, CDC6 und E2F1 
untersucht. Zudem wurde die Expression des HA-ER-E2F3a Proteins untersucht. Die Lauf-
höhe von endogenem E2F3a ist angegeben, ist aber genauso wie E2F3b aufgrund der star-
ken Überexpression des Fusionsproteins und dessen Degradationsbanden nicht detektier-
bar. VINCULIN dient hier als Ladekontrolle B) Die Zellen wurden vor (-OHT) oder eine 
Stunde nach der Serum/OHT-Induktion für die Immunfluoreszenz prozessiert. Das HA-ER-
E2F3a Protein wurde mit einem Antikörper gegen das HA-Epitop (anti-HA) nachgewiesen 
und die Zellkerne mit DAPI gefärbt. C) Die Zellen wurden wie in B) behandelt und 8 Stunden 
nach der Serum/OHT-Induktion eine ChIP gegen E2F3 durchgeführt. Hier wurde die Bindung 
von E2F3 an die Promotoren der E2F-Zielgene p107, MCM4, CDC6 und PCNA per qPCR 
untersucht. Der U2 Promotor dient als Negativkontrolle. Die qPCR wurde in Triplikaten 




3.1.11 HELLS ist selbst ein direktes E2F-Zielgen 
Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente (Abb. 3.12) zeigten, dass HELLS nach 
Seruminduktion verstärkt exprimiert wurde. Dies legte die Vermutung nahe, dass HELLS 
selbst ein direktes E2F-Zielgen sein könnte. Um dies zu überprüfen, wurden zunächst die 
Expressionlevel von HELLS in Rb-/- MEFs mit Wildtyp MEFs auf RNA-Ebene (Abb. 3.15A) 
und Proteinebene (Abb. 3.15B) verglichen. Sehr oft sind E2F-regulierte Gene in Rb-/- MEFs 
hochreguliert [167] , da durch den Verlust dieses Repressors, die aktivierenden E2F-
Transkriptionsfaktoren nicht mehr antagonisiert werden und diese somit verstärkt ihre Ziel-
gene aktivieren. Hierbei konnte festgestellt werden, dass HELLS sowohl auf mRNA-Ebene 
als auch auf Proteinebene in einer ähnlichen Art und Weise wie das E2F-Zielgen p107 de-
reprimiert war. Zudem zeigte die Hells-Induktion in synchronisierten NIH3T3 Zellen eine ähn-
liche Kinetik wie das bekannte E2F-Zielgen Mcm3 (Abb. 3.15C). Bei der in silico Analyse des 
Hells-Promotors konnten zwei potenzielle E2F-Bindestellen identifiziert werden, welche zwi-
schen Maus und Mensch konserviert sind (Abb. 3.15D). Um zu überprüfen, ob Hells ein di-
rektes E2F-Zielgen ist, wurden ChIP-Experimente mit Chromatin aus asynchron wachsenden 
MEFs für E2F1, E2F3 und E2F4 durchgeführt. Hierbei konnten E2F1, E2F3 und E2F4 am 
Hells-Promotor mit einer ähnlich starken Bindung wie an dem Promotor des bekannten E2F-
Zielgens Bmyb [168]  detektiert werden. Dies zeigt, dass die Expression von HELLS selbst 








Abb. 3.15: Hells ist ein direktes E2F-Zielgen 
A-B) Die Expression von Hells wurde in Wildtyp (Wt) MEFs und Rb-/- MEFs per qRT-PCR (A) 
oder Western Blot (B) untersucht. Bei der qRT-PCR wurde die Expression in Wt MEFs je-
weils als eins gesetzt. p107 diente jeweils als Positivkontrolle und angegeben ist der MW ± 
SD. Eine unspezifische Bande ist mit einem Stern gekennzeichnet C) Die Expression von 
Hells und Mcm3 wurde in synchronisierten NIH3T3 Zellen per qRT-PCR bestimmt. Die 
NIH3T3 Zellen wurden für 48 h in 0.1% Serum kultiviert, anschließend durch Serumzugabe 
stimuliert und zu verschiedenen Zeitpunkten die RNA isoliert. Angegeben ist der MW ± SD 
D) Schematische Darstellung des murinen Hells Promotors. Potenzielle E2F-Bindestellen 
sind als rote Rauten und die Lage der Primer als Pfeile dargestellt. E) ChIP-Experiment von 
asynchron wachsenden Wt MEFs. Das Chromatin wurde mit den angegebenen Antikörpern 
immunpräzipitiert, um die Bindung von E2F1, E2F3 und E2F4 an den Hells Promotor zu un-
tersuchen. Der Bmyb Promotor diente als Positiv- und der Actb Promotor als Negativkontrol-
le. 
 
3.1.12 HELLS und E2F3 sind in aggressiven Prostatakarzinomen hochreguliert 
In vorigen Studien wurde schon gezeigt, dass E2F3 in verschiedenen humanen Tumoren, 
wie z. B. bei verschiedenen Arten des Lungenkrebses [169]  oder im Harnblasenkarzinom 
[33, 34, 170]  überexprimiert ist. Ein weiteres gut untersuchtes Beispiel ist das Prostatakarzi-
nom. Für diese Tumorart konnte bei fast 70 % der Fälle eine Überexpression von E2F3 de-
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tektiert werden [145] . Außerdem konnte in dieser Veröffentlichung die Stärke der E2F3-
Überexpression direkt mit der Überlebensrate der untersuchten Patienten korreliert werden, 
so dass eine starke E2F3-Expression gleichbedeutend mit einer schlechten Prognose für 
den Patienten ist. Um die Expression von HELLS und E2F3 in humanen Tumoren zu unter-
suchen, wurden 47 Prostata-Biopsien von unterschiedlichen Patienten per Immunhisto-
chemie untersucht (in Kooperation mit Prof. Christoph Loddenkemper, Charité Berlin). Hier-
für wurden die Biopsien als tissue microarrays (TMAs) ausgestanzt und mit Antikörpern ge-
gen E2F3 oder HELLS gefärbt (Abb. 3.16A). Zusätzlich wurde für jeden Fall der Gleason 
score bestimmt. Dieser setzt nach pathologischen Kriterien die Malignität des Prostatakarzi-
noms fest. Hier ist ein niedriger Gleason score (1-3) gleichbedeutend mit geringer Aggressi-
vität und besserer Prognose für den Patienten, während ein hoher Gleason score (4-5) mit 
hoher Aggressivität und schlechter Prognose für den Patienten einhergeht. Der so genannte 
Major Gleason score wird von 1 (für wenig aggressiv, gut differenziert) bis 5 (hochaggressiv, 
schlecht differenziert) vergeben. Hieraus errechnet sich anschließend der Gleason score. 
Dabei wird derjenige Typ (1-5) bestimmt, der am häufigsten ist (z. B. 5) und addiert sich zu 
dem Typen, der am zweithäufigsten auf dem Schnitt zu beobachten ist (z. B. 4), was dann 
einen Gleason score von 4+5=9 ergäbe. Der Gleason score von 7 wird in 7a und 7b unter-
teilt, wobei 7a einem Gleason score von 3+4 entspricht und 7b wiederum einem Gleason 
score von 4+3. Somit ist 7b der aggressivere, weil der wenig differenzierte Major Gleason 
score 4 überwiegt und somit auch eine schlechtere Prognose für den Patienten darstellt. In 
unseren Analysen konnten auch wir eine signifikante Korrelation zwischen starker E2F3-
Expression und hohem Gleason score feststellen (Abb. 3.16B). Bei dieser Analyse zeigten 
nur 2 (6%) von 30 Tumoren mit einem Gleason score zwischen 5 und 7a eine moderate bis 
starke Färbung für E2F3. Für die aggressiveren Tumore mit einem Gleason score von 7b bis 
9 zeigten hingegen 13 (76%) von 17 Tumore eine moderate bis starke E2F3-Färbung. Die 
gleiche signifikante Korrelation war auch für HELLS zu beobachten, so dass aggressivere 
Tumore tendenziell auch eine hohe HELLS-Expression aufwiesen (Abb. 3.16C). Hier zeigte 
nur einer (3%) der weniger aggressiven Tumore eine moderate bis starke Färbung für 
HELLS, während bei 7 (41%) von 17 Tumoren mit einem höheren Gleason score auch eine 
moderate bis starke HELLS-Färbung nachweisbar war. Zusätzlich ließ sich hier auch eine 
signifikante Korrelation zwischen der Stärke der E2F3 Expression und der HELLS-
Expression innerhalb eines Tumorschnitts beobachten (Abb. 3.16D), was konsistent mit der 





Abb. 3.16: Die Expression von HELLS und E2F3 korreliert mit der Malignität von Pros-
tatakarzinomen 
A) Repräsentative Beispiele der tissue microarrays. Die Schnitte wurden entweder mit Hä-
matoxylin und Eosin gefärbt (H&E). E2F3 oder HELLS wurden per Immunhistochemie nach-
gewiesen. B-D) Zusammenfassung aller 47 Tumorbiopsien und deren Korrelation zwischen 
Gleason score und Stärke der E2F3-Expression (B) oder HELLS-Expression (C) und deren 
Korrelation ihrer Expression untereinander (D). Der p-Wert wurde mit Hilfe des exakten Tests 







3.2 Identifizierung neuer E2F3-Zielgene per ChIP-Seq 
 
3.2.1 Identifizierung neuer proteinkodierender E2F3-Zielgene 
Die Ergebnisse der ChIP-Experimente für HELLS und E2F3 (Abb. 3.7-3.10) zeigen, dass 
HELLS an den hier untersuchten E2F-Zielgenen nachgewiesen werden kann. Um die ge-
nomweite Bindung von E2F3 und HELLS und den potenziellen Überlapp dieser Bindungen 
zu bestimmen, wurde ein ChIP-Seq Experiment für E2F3 und HELLS durchgeführt. Leider 
war die Anreicherung von HELLS zu schwach, um statistisch signifikante Bindestellen ermit-
teln zu können, doch für E2F3 konnte eine Vielzahl von Bindestellen im humanen Genom 
ermittelt werden. Da sich unter den ermittelten Bindestellen eine Vielzahl neuer potenzieller 
E2F3-Zielgene befindet, sollen die Ergebnisse für E2F3 hier kurz dargestellt und diskutiert 
werden. 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, konnten per ChIP-on-Chip-Studien bis heute viele 
neue E2F-Zielgene identifiziert werden. Diese Technologie unterliegt jedoch einigen techni-
schen Limitierungen. Bei der ChIP-on-Chip-Technologie werden meist nur bekannte Promo-
toren als Sonde gespottet, so dass die Entdeckung neuer Promotoren von vorne herein da-
durch limitiert ist, was jeweils als Sonde verwendet wurde. Eine genomweite Abdeckung ist 
allerdings bis jetzt nur für relativ kleine Genome wie Drosophila melanogaster oder Hefe so-
wie kleine menschliche Chromosomen, wie z.B. Chromosom 21, möglich. Ein weiteres Prob-
lem ist, dass die Detektionsmethoden jeweils Hybridisierungsschritte beinhalten, was eine 
lineare quantitative Auswertung der Resultate unmöglich macht. Eine neue Technologie, die 
diese Probleme umgeht, ist die ChIP-Seq Technologie. Hier wird die ChIP mit der so ge-
nannten deep sequencing Technologie gekoppelt. Diese Technologie ermöglicht es, mehrere 
Millionen Sequenzierungen von kurzen (ca. 18-25 Basenpaaren) DNA-Fragmenten in nur 
wenigen Tagen durchzuführen. Somit werden nach einer ChIP gegen einen Transkriptions-
faktor solche Regionen, an welche dieser gebunden war, häufiger sequenziert, als ungebun-
dene Regionen des Genoms. Hieraus können anschließend durch bioinformatische und sta-
tistische Analysen die Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors errechnet werden. Dabei 
sind die Anzahl der Sequenzierungen nahezu linear zu der relativen Anreicherung in einer 
normalen ChIP, so dass die Ergebnisse sehr quantitativ sind [171] . 
Um neue E2F3-regulierte Promotoren zu identifizieren, wurde ein ChIP-Seq Experiment für 
E2F3 in HCT116 Zellen durchgeführt. Hierfür wurde Chromatin von asynchron wachsenden 
HCT116 Zellen mit einem E2F3-spezifischen Antikörper oder einer IgG-Kontrolle immunprä-
zipitiert und die DNA nach Ligation von Adaptern, welche zur Amplifikation der DNA und zur 
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anschließenden Sequenzierung genutzt werden, in der so genannten Flow Cell amplifiziert. 
Hier wird je ein DNA-Molekül an eine bestimmte Region über die Adapter auf der Flow Cell 
gebunden und dann auf dieser durch Brückenamplifikation vermehrt, so dass ca. tausend 
identische DNA-Moleküle (welche als ein Cluster bezeichnet werden) an dieser Stelle gene-
riert werden. Die Flow Cell mit den generierten Clustern wird anschließend in einer Solexa 
1G Maschine sequenziert. Bei diesem Versuch wurden für E2F3 und IgG je über 20 Millio-
nen Sequenzen identifiziert, von denen 8.56 % (für E2F3) beziehungsweise 6.15 % (für IgG) 
eindeutig einer Sequenz im humanen Genom zugeordnet werden konnten (Abb. 3.17A). 
Nach der bioinformatischen Analyse (freundlicherweise durchgeführt von Jonas Maaskola 
aus dem Labor von Prof. Nikolaus Rajewsky) konnten hiermit 2690 Gene (mit einem p-Wert 
von 10-25) als E2F3-Zielgene identifiziert werden (s. Anhang). Verglichen mit publizierten 
ChIP-on-Chip-Studien über E2F-Transkriptionsfaktoren [98, 100] , ist hier die Anzahl der 
Zielgene um den Faktor zwei bis drei höher, was zeigt, dass hiermit eine große Anzahl von 
neuen potenziellen E2F3-Zielgenen identifiziert werden konnte.  
 
 
Abb. 3.17: E2F3-angereicherte Regionen auf Chromosom 8 
A) Zusammenfassung der Sequenzierungsdaten für E2F3 und der IgG-Kontrolle. B) Dar-
gestellt sind alle E2F3-gebundenen Regionen (als rote Balken) auf dem Chromosom 8. In 
grün sind annotierten Transkripte dargestellt. In der unteren Darstellung ist eine Vergröße-




Ein Vorteil der ChIP-Seq Technologie ist seine sehr gute Auflösung, was in Abb. 3.17B ver-
deutlicht wird. Hier sind exemplarisch die E2F3-gebundenen Regionen auf Chromosom 8 
und zusätzlich die E2F3-angereicherte Region im bekannten E2F-Zielgen MYC dargestellt. 
Hier lässt sich gut erkennen, dass sich die E2F3-angereicherte Region über eine Region von 
weniger als 100 bp im MYC-Promotor erstreckt. 
Um die relative Position der E2F3-Bindestellen zum Transkriptionsstart (TSS) zu ermitteln, 
wurde in Abb. 3.18 der Abstand aller E2F3-angereicherten Regionen zum nächstgelegenen 
TSS dargestellt. Hierbei konnte experimentell bestätigt werden, was schon per bioinformati-
scher Analyse vorhergesagt wurde [172] , nämlich dass E2F-Bindestellen besonders häufig 




Abb. 3.18: E2F3 bindet nahe des Transkriptionsstarts 
Alle identifizierten E2F3-Bindestellen wurden in der Abhängigkeit von der Distanz (in 50 bp-
Fenstern) des nächst gelegenen Transkriptionsstarts (TSS) dargestellt. 
 
3.2.2 Identifizierung von E2F3-regulierten miRNA-Promotoren 
Wie schon erwähnt, ist man durch die ChIP-Seq Technologie nicht auf bekannte Promotoren 
beschränkt, weshalb die Daten dieses Experiments auch genutzt wurden, um potenzielle 
miRNA-Promotoren zu identifizieren, die durch E2F3 reguliert werden könnten. Bis jetzt sind 
schon einige miRNAs beschrieben, deren Expression direkt durch E2F3 reguliert werden [99, 
173] . Diese identifizierten miRNAs liegen alle als so genanntes Cluster (miR-17-92 Cluster) 
in einem Primärtranskript vor und werden somit von einem gemeinsamen Promotor ange-
trieben, der von E2F3 aktiviert wird. 
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Problematisch bei der Identifizierung von miRNA-Promotoren ist deren zum Teil sehr großer 
Abstand zu der Sequenz der reifen miRNA. So können die Promotoren für die primären 
Transkripte der miRNA mehrere Kilobasen von der reifen miRNA entfernt liegen [174] , wo-
durch es schwierig ist, eine Bindungsstelle von E2F3 einem miRNA-Promotor zuzuordnen. 
Um dieses Problem zu umgehen, wurden die Daten des E2F3 ChIP-Seq Experiments mit 
den Daten einer anderen publizierten Studie verglichen [175] . In dieser Publikation wurden 
per ChIP-Seq solche miRNA-Gene identifiziert, die von den Pluripotenzfaktoren OCT4, 
SOX2, NANOG und TCF3 in humanen embryonalen Stammzellen reguliert wurden. Um si-
cherzugehen, dass es sich bei den identifizierten Bindestellen tatsächlich um Promotoren 
handelt, wurde zusätzlich ChIP-Seq-Experimente für die Trimethylierung von Lysin 4 an 
Histon 3 (H3K4me3) und K3K36me3 durchgeführt. H3K4me3 findet sich fast ausschließlich 
in der Promotorregion von Genen [176] , während H3K36me3 sich innerhalb eines transkri-
bierten Gens findet [177] . Somit ist eine Kombination dieser beiden Histonmodifikationen gut 
geeignet um Primärtranskripte und deren Promotoren zu identifizieren. Durch den Vergleich 
mit dieser Studie konnten 100 potenzielle miRNA-Promotoren identifiziert werden, bei denen 
die ermittelte E2F3-Bindestelle in einem Abstand von nicht mehr als 300 bp vom TSS ent-
fernt lag (s. Anhang). Bis jetzt ist nur das miR-17-92 Cluster als direktes Ziel von E2F3 be-
schrieben. Dieses konnte mit der beschriebenen Methode auch identifiziert werden, was na-
he legt, dass diese Analyse in der Tat geeignet ist, um E2F3-regulierte miRNA-Promotoren 
zu finden. 
 
3.2.3 E2F3 bindet an die Promotoren von Regulatoren der miRNA-Biogenese 
Bei der Analyse der per ChIP-Seq identifizierten Gene war auffällig, dass E2F3 an diverse 
Promotoren von Genen bindet, welche für Proteine der miRNA-Biogenese kodieren. In un-
abhängigen Experimenten konnten DGCR8, EXP5 und RHA als direkte E2F3-Zielgene bes-
tätigt werden (s. Abb. 3.19A), so dass somit der pRB/E2F-Signalweg neben den anderen 
zuvor beschriebenen biologischen Prozessen vermutlich auch die miRNA-Biogenese mit-
steuert. Interessanterweise werden verschiedene Ebenen der miRNA-Biogenese potenziell 
von E2F3 reguliert (Abb. 3.19B): während der miRNA-Biogenese werden die miRNA-
Primärtranskripte im Zellkern von dem DGCR8/Drosha-Komplex zu pre-miRNAs hydrolysiert 
[178] , welche über Exportin 5 als Exportprotein aus dem Kern geschleust werden [179, 180] 
. Im Cytoplasma werden die pre-miRNAs durch DICER zu einer doppelsträngigen miRNA 
geschnitten [181] . Daraufhin wird eine der beiden Stränge in den RISC (RNA-induced silen-
cing complex)-Komplex inkorporiert [182] , wobei die RNA den RISC-Komplex zu seinen 
Ziel-mRNAs führt. Dementsprechend werden sowohl die frühen Proteine der miRNA-
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Biogenese wie DGCR8 oder Exportin 5 durch E2F3 reguliert, aber auch RHA als Teil des 
RISC-Komplexes [183]  ist ein direktes Ziel des pRB/E2F-Signalwegs. 
 
 
Abb. 3.19: E2F3 bindet an die Promotoren von Genen mit Funktion in der miRNA-
Biogenese 
A) Chromatin von HCT116 Zellen wurde mit einem E2F3-spezifischen Antikörper immunprä-
zipitiert und die präzipitierte DNA in eine semiquantitative PCR eingesetzt. Es wurden die 
Promotoren für DGCR8, EXP5 und RHA auf E2F3-Anreicherung hin untersucht. Der MYC-
Promotor diente als Positivkontrolle und der ACTNB-Promotor als Negativkontrolle. IgG dien-
te als Kontrolle für die Immunpräzipitation. B) Schematische Übersicht über die miRNA-
Biogenese. Validierte E2F3-Zielgene sind rot hervorgehoben. RNAP II/III = RNA-Polymerase 






Durch die Identifikation neuer Interaktionspartner von E2F3 sollte in dieser Arbeit versucht 
werden, die biochemische Funktion dieses zentralen Zellzyklusregulators besser zu verste-
hen. Einer der identifizierten Interaktionspartner war die SNF2-ähnliche Helikase HELLS, 
dessen Funktion offensichtlich ebenfalls essenziell für die normale Ausführung des Zellzyk-
lusprogramms ist. Im Folgenden sollen die Ergebnisse kurz zusammengefasst und kritisch 




4.1 Identifizierung neuer E2F3-Interaktionspartner per GST-Pulldown 
Mit Hilfe des GST-Pulldowns und anschließender Massenspektrometrie konnten eine Viel-
zahl von potenziellen Interaktionspartnern von E2F3 ermittelt werden. Unter den identifizier-
ten Proteinen waren auch diverse schon beschriebene E2F-interagierende Proteine. Hier 
wären zum Beispiel die Histonacetyltransferase GCN5L2 und das TRRAP-Protein zu nen-
nen. Diese beiden Proteine sind nicht nur gemeinsame Komponenten des SAGA-Komplexes 
[184] , sondern wurden auch schon als E2F1-interagierende Proteine beschrieben [185] . 
Zudem konnte für TRRAP schon gezeigt werden, dass es eine essenzielle Rolle bei der 
E2F-vermittelten Transformation von primären Zellen spielt [149] . 
Ein weiteres identifiziertes Protein war TIF1BETA (auch KAP1 genannt), das kürzlich auch 
als ein E2F1-interagierendes Protein beschrieben wurde, welches die transkriptionelle Aktivi-
tät von E2F1 inhibiert und dessen proapoptotische Funktion antagonisieren kann [148] . Die 
Interaktion von TIF1BETA mit E2F3 konnte im Rahmen dieser Arbeit auch bestätigt werden 
(Daten hier nicht gezeigt), wurde aufgrund der zeitgleich erschienenen Publikation von Wang 
et al. jedoch nicht weiter verfolgt. 
Da in der Liste der potenziellen Interaktionspartner schon bekannte E2F-interagierende Mo-
leküle vorhanden waren, konnte somit davon ausgegangen werden, dass sich unter den an-





4.1.1 E2F3 interagiert mit der SNF2-ähnlichen Helikase HELLS 
Eines der mittels GST-Pulldown identifizierten Proteine war die SNF2-ähnliche Helikase 
HELLS (Abb. 3.2). Der Grund warum HELLS aus der Liste der potenziellen Interaktionspart-
ner ausgewählt wurde, war, dass E2f3-/- MEFs und Hells-/- MEFs einen sehr ähnlichen Phä-
notyp aufweisen. So zeigen z. B. beide Knockout-MEFs einen vorzeitigen Eintritt in die Se-
neszenz [88, 140] , eine erhöhte DNA-Instabilität [186, 187] , einen Proliferationsdefekt [78, 
186]  sowie einen Transformationsdefekt [78, 186] . Dies legte nahe, dass beide Proteine 
eventuell im gleichen Signalweg eine Rolle spielen könnten, weshalb diese Interaktion ge-
nauer untersucht wurde. 
Die Interaktion von HELLS und E2F3 konnte sowohl in vitro (Abb. 3.5 & Abb. 3.6) als auch in 
vivo per Ko-Immunpräzipitation (Abb. 3.3 & Abb. 3.4) bestätigt werden. Zudem konnte hier 
gezeigt werden, dass die Interaktion von HELLS spezifisch für E2F3 ist, da es weder mit 
E2F1 noch mit E2F4 interagiert (Abb. 3.6). Mit Hilfe von verschiedenen Deletionsmutanten 
konnte zudem demonstriert werden, dass E2F3 über die Marked Box-Domäne hauptsächlich 
mit dem N-Terminus von HELLS interagiert (Abb. 3.5 & Abb. 3.6). Vermutlich handelt es sich 
hier um eine direkte Interaktion, die nicht von anderen Proteinen vermittelt wird, da die bei-
den Proteine auch in einem GST-IVT Experiment miteinander interagierten (Abb. 3.6). Dafür 
spricht zudem, dass die Interaktion auch bei der Verwendung von ausschließlich bakteriell 
exprimierten Proteinen beobachtet werden kann (Daten hier nicht gezeigt). 
Wie schon in der Einleitung erwähnt, handelt es sich bei der Marked Box-Domäne, um dieje-
nige Domäne der E2F-Transkriptionsfaktoren, welche maßgeblich die Identität der E2F-
Proteine und deren biologische Funktion bestimmt. 
Für E2F3 wurden schon weitere Proteine beschrieben, die an die Marked Box-Domäne bin-
den: TFE3 [188, 189]  und RYBP [190] . Bei TFE3 handelt es sich um einen Transkriptions-
faktor, der an E-Box Elemente (CACGTG) bindet, während RYBP selbst keine DNA-
Bindungsdomäne besitzt. RYBP interagiert jedoch mit dem Transkriptionsfaktor YY1 und 
fungiert somit als Brückenmolekül zwischen YY1 und E2F3. Diese drei Publikationen, die alle 
von der Arbeitsgruppe von Joseph Nevins veröffentlicht wurden, gehen von der Hypothese 
aus, dass ein Teil der Spezifitäten der E2F-Transkriptionsfaktoren von weiteren Transkripti-
onsfaktoren vermittelt werden, die spezifisch mit den verschiedenen E2F-
Transkriptionsfaktoren, vor allem über die Marked Box, interagieren können. Hier dient der 
Promotor des jeweiligen Zielgens als Plattform für bestimmte Transkriptionsfaktoren. Sind 
die Bindungsstellen in dem jeweiligen Promotor so angeordnet, dass mehrere Transkripti-
onsfaktoren an diesen binden können und diese Transkriptionsfaktoren noch zusätzlich un-
tereinander über Protein-Protein-Wechselwirkung miteinander interagieren können, kommt 
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es zu kooperativen Effekten und zur Stabilisierung der Transkriptionsfaktoren an dem jewei-
ligen Promotor. Beispielsweise bindet E2F3 an den Promotor des p68-Gens, an den auch 
TFE3 über eine E-Box bindet [189] . Der Verlust von TFE3 führt in diesem Fall zu einer ver-
minderten Bindung von E2F3 und umgekehrt. Daraus folgt eine verminderte Aktivierung von 
p68 während des Zellzyklus, während andere E2F-Zielgene vom TFE3-Verlust nicht betrof-
fen sind. 
 
4.1.2 E2F3 kann HELLS zu Promotoren von E2F-Zielgenen rekrutieren 
Per ChIP konnte sowohl die Bindung von HELLS an diverse E2F-Zielgene (Abb. 3.7 & Abb. 
3.8), als auch eine erhöhte HELLS-Bindung an E2F-Zielgene nach induzierter E2F3-
Rekrutierung demonstriert werden (Abb. 3.9D). Dies legt den Schluss nahe, dass HELLS 
über Protein-Protein-Interaktion von E2F3 zu diesen Promotoren rekrutiert wird. Allerdings 
führt der Verlust von E2F3 nur zu einer reduzierten Rekrutierung von HELLS, nicht aber zu 
einem kompletten Verlust der HELLS-Bindung an den untersuchten E2F-Zielgenen (Abb. 
3.10). Eine mögliche Erklärung wäre, dass auch E2F2 (welches bei den Protein-Protein-
Interaktionsstudien nicht untersucht wurde) an HELLS bindet und so den Verlust von E2F3 
teilweise kompensieren kann. Eine andere mögliche Erklärung wäre, dass HELLS zusätzlich 
an bestimmte Histonvarianten und/oder Histonmodifikationen bindet, die sich in E2F-
regulierten Promotoren finden. Somit könnte diese Bindung dazu führen, dass HELLS nach 
E2F3-Verlust noch (wenn auch schwächer) an E2F-Zielgene binden kann. Ein ähnliches 
Phänomen existiert bei den SNF2-ähnlichen Helikasen der CHD-Familie. Diese können über 
ihre Chromodomäne (daher ihr Name) an methyliertes Lysin 4 von Histon H3 binden und so 
verankert werden [191] . In unserem Labor konnte eine Interaktion von HELLS mit der 
Histonvariante H2A.Z nachgewiesen werden (Katharina Möllman; unveröffentlichte Daten), 
so dass dies auch eine mögliche Erklärung für die E2F3-unabhängige Rekrutierung bieten 
könnte. H2A.Z wird mit Hilfe des p400-Komplexes gegen das kanonische Histon H2A ausge-
tauscht [116, 192, 193] , wodurch es zu einer lokalen Inkorporation dieser Histonvariante 
kommt. Interessanterweise konnte schon eine E2F-abhängige Rekrutierung von Untereinhei-
ten des p400-Komplexes an E2F-Zielgene nachgewiesen werden [117] , so dass es hier-
durch auch zur lokalen Anreicherung von H2A.Z in den Promotoren von E2F-Zielgenen 
kommen könnte, welche wiederum bei der Rekrutierung von HELLS helfen könnte. Um diese 
Hypothese zu testen, müsste zunächst die Interaktion von HELLS und H2A.Z genauer cha-
rakterisiert werden und es müsste zusätzlich überprüft werden, ob eine Depletion von H2A.Z 
ebenfalls zu einer verminderten Bindung von HELLS führt. 
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Ein ChIP-Seq Experiment, welches die genomweite Bindung von E2F3 und HELLS unter-
sucht, wäre zudem sehr hilfreich bei der Frage, ob HELLS an allen E2F-Zielgenen nachge-
wiesen werden kann oder ob HELLS nur an einen Teil von E2F-Zielgenen bindet. Leider 
waren die ChIP-Seq Versuche für HELLS bis jetzt nicht erfolgreich, so dass noch keine In-
formationen über die genomweite Bindestellen von HELLS existieren. Ein Grund hierfür ist 
mit Sicherheit das Problem, dass Faktoren, welche nur über Protein-Proteininteraktion an 
DNA binden (also selbst keine DNA-Bindungsdomäne besitzen) nicht so gut durch Formal-
dehyd an das Chromatin kreuzvernetzt werden können. Hierdurch ist die Signal-zu-
Hintergrund Ratio bei diesen Faktoren bedeutend geringer als bei Transkriptionsfaktoren. 
Zusätzlich könnte ein weiteres Problem sein, dass die erhältlichen HELLS-Antikörper nicht 
ideal für ChIP-Experimente geeignet sind. 
 
4.1.3 E2F3 benötigt HELLS zur Aktivierung seiner Zielgene 
Durch die shRNA-vermittelte Depletion von HELLS konnte in dieser Arbeit nachgewiesen 
werden, dass HELLS essenziell für die Aktivierung von E2F-Zielgenen (Abb. 3.12) und die S-
Phaseinduktion (Abb. 3.13B) beim Wiedereintritt in den Zellzyklus ist. Selbst eine starke Ü-
berexpression von E2F3 durch Verwendung des HA-ER-E2F3a Systems war nicht in der 
Lage die verminderte Aktivierung von E2F-Zielgenen nach HELLS-Depletion zu kompensie-
ren (Abb. 3.14A), so dass die biologische Funktion von E2F3 von der Anwesenheit von 
HELLS abhängt. 
HELLS war bis jetzt nur als Repressor von Genen beschrieben und somit zeigt die hier be-
schriebene Rolle für die Aktivierung von E2F-Zielgenen eine neue Funktion dieser SNF2-
ähnlichen Helikase auf. Wie zuvor bereits erwähnt, scheint die repressive Funktion von 
HELLS unabhängig von dessen enzymatischer Funktion zu sein, da die N-terminale 
DNMT3a/b-Interaktionsdomäne für die Repression in einem GAL4-Reportersystem ausreicht 
[138] . Die N-terminale Domäne ist auch diejenige Domäne, die präferenziell an E2F3 bindet 
(Abb. 3.6). Somit wäre denkbar, dass E2F3 und DNMT3a/b um die gleiche Bindestelle in 
HELLS kompetieren, so dass der DNMT-HDAC-HELLS Komplex eine repressorische Rolle 
erfüllt, während der E2F3-HELLS Komplex als Aktivator wirken kann. Ungeklärt ist allerdings, 
ob für die aktivierende Rolle von HELLS dessen enzymatische Aktivität notwendig ist. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde eine Punktmutante hergestellt, in der das Lysin an Position 254 
durch ein Alanin ersetzt wurde (K254A). Dieses Lysin liegt in dem ATP-Bindungsmotiv von 
HELLS und ist in allen Chromatin Remodelling-Faktoren hundertprozentig konserviert. Bei 
allen publizierten Punktmutationen in diesem Lysin führte dies zu einem Verlust der enzyma-
tischen Funktion und zu einem dominant-negativen Protein [92, 119] . Leider waren nach 
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Überexpression der HELLS K254A-Mutante keine Effekte auf die Induktion von E2F-
Zielgenen oder die Zellproliferation zu beobachten, welche dem Phänotyp nach HELLS-
Depletion entsprochen hätten. Hierfür kann es mehrere Gründe geben. Zum einen könnten 
die Expressionslevel der Mutante nicht ausgereicht haben, um die endogenen HELLS-E2F3 
Interaktionen in genügender Art und Weise zu verdrängen. Auch wenn die Expression von 
HELLS K254A in MEFs höher war als endogenes HELLS (Daten hier nicht gezeigt), könnten 
die verbliebenen HELLS-E2F3 Komplexe noch ausgereicht haben, um ihre Funktion zu erfül-
len. Hierfür spricht, dass für die beobachteten Effekte nach HELLS-Depletion immer ein sehr 
guter knockdown von HELLS nötig war (Daten hier nicht gezeigt), so dass wahrscheinlich 
E2F3 im Vergleich zu HELLS in substöchiometrischen Mengen in der Zelle vorkommt und 
somit bei einer schwachen HELLS-Depletion (oder geringen Überexpression der HELLS 
K254A-Mutante) immer noch genügend HELLS zur Verfügung steht, um die Bindungsstellen 
an E2F3 abzusättigen. Ausgeschlossen werden kann die Möglichkeit, dass die HELLS 
K254A-Mutante nicht mehr mit E2F3 interagieren kann, da dies überprüft wurde (Daten hier 
nicht gezeigt). Eine weitere Möglichkeit wäre, dass die Funktion von HELLS als E2F3-
Kofaktor unabhängig von dessen ATPase-Funktion ist. Um dies zu überprüfen wäre es sinn-
voll eine shRNA-resistente Version von HELLS zu klonieren, so dass nach der Depletion von 
endogenem HELLS die Expression wieder hergestellt werden könnte. Gleichzeitig könnte 
man eine shRNA-resistente HELLS K254A-Mutante wieder in HELLS-depletierten Zellen 
exprimieren. Falls sowohl shRNA-resistentes HELLS Wildtyp als auch HELLS K254A die 
Effekte nach HELLS-Depletion revertieren könnten, wäre die HELLS-Funktion ATPase-
unabhängig, falls die Punktmutante die Effekte nicht revertieren könnte, wäre die HELLS-
Funktion hier somit ATPase-abhängig. 
 
4.1.4 HELLS-Depletion führt zu einem verlangsamten Eintritt in die S-Phase 
Durch die shRNA-vermittelte Depletion von HELLS kam es zu einem verlangsamten Wieder-
eintritt von serumdepletierten T98G Zellen in die S-Phase nach Seruminduktion (Abb. 3.13 
A-B). Dies kann leicht durch die verminderte Induktion von E2F-Zielgenen nach HELLS-
Depletion erklärt werden, da es sich zum Beispiel bei CDC6 um einen essenziellen Faktor für 
die Replikationsinitiation handelt [194] . Schwieriger zu erklären ist der Fakt, dass auch a-
synchrone Zellen wie die hier gezeigten NIH3T3-Zellen (Abb. 3.13D-F) trotz unveränderter 
Expression von E2F-Zielgenen (waren unverändert wie in den T98G Zellen von Abb. 3.11) 
einen erheblichen Proliferationsdefekt aufwiesen. Auch asynchrone T98G Zellen wiesen ei-
nen Proliferationsdefekt auf, dieser wurde jedoch nicht so genau untersucht wie der Defekt in 
NIH3T3 Zellen.  
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Als Grund für das verminderte Zellwachstum wäre auch eine erhöhte Apoptoserate denkbar. 
Allerdings konnte in HELLS-depletierten NIH3T3 Zellen weder eine erhöhte Apoptoserate 
(durch Annexin V-Färbung) noch eine erhöhte p53-Aktivität detektiert werden, da die Ex-
pressionslevel des p53-Zielgens p21 nicht verändert waren (Daten hier nicht gezeigt). Zu-
dem zeigte eine Expressionsanalyse per Microarray in HELLS-depletierten asynchronen 
NIH3T3 Zellen keinen Hinweis auf deregulierte Expression von Apoptose-assoziierten Ge-
nen (Daten hier nicht gezeigt). 
Bezüglich der unveränderten Expression von E2F-Zielgenen nach HELLS-Depletion in asyn-
chronen Zellen ist anzumerken, dass in E2f3-/- MEFs auch ein ähnliches Phänomen zu be-
obachten ist, da asynchrone E2f3-/- MEFs zwar einen profunden Zellzyklusdefekt aufweisen 
[78, 195] , die Expression von E2F-Zielgenen jedoch nicht verändert ist (Caroline Schreiber, 
unveröffentlichte Daten). Dies ändert sich jedoch nach der Synchronisation von E2f3-/- MEFs, 
da daraufhin auch eine verminderte Induktion von diversen E2F-Zielgenen zu beobachten ist 
[78] . Eine mögliche Erklärung wäre, dass E2F3 nicht nur zur Aktivierung der Zielgene, son-
dern auch wieder zur anschließenden Repression der Zielgene benötigt wird. Somit würden 
sich in asynchronen Zellen die verminderte Induktion und die erhöhte Derepression gegen-
seitig aufheben. Ähnliches wäre für HELLS vorstellbar, auch wenn es bis jetzt noch keine 
Hinweise für HELLS oder E2F3 in der anschließenden Repression von E2F-Zielgenen gibt. 
 
 
4.1.5 HELLS ist selbst ein direktes E2F-Zielgen 
Vorige Publikationen [151, 162]  und Experimente in dieser Arbeit (Abb. 3.12A & Abb. 3.15C) 
zeigten, dass HELLS während der S-Phaseinduktion transkriptionell hochreguliert wird. Zu-
dem wurde Hells per Microarray-Analyse in unserem Labor als ein dereprimiertes Gen in Rb-
/- MEFs identifiziert (Caroline Schreiber; unveröffentlichte Daten). Dies legte die Vermutung 
nahe, dass HELLS selbst ein direktes E2F-Zielgen sein könnte. Diese Hypothese konnte 
experimentell bestätigt werden, da in unabhängigen Experimenten die Expression von 
HELLS sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene in Rb-/- MEFs erhöht war (Abb. 
3.15A-B). Zudem konnte per ChIP in MEFs nachgewiesen werden, dass der Hells-Promotor 
von E2F-Transkriptionsfaktoren gebunden wird (Abb. 3.15E). Leider war der humane 
HELLS-Promotor per PCR nicht amplifzierbar, so dass per herkömmlicher ChIP nicht unter-
sucht werden konnte, ob humanes HELLS auch durch E2F-Transkriptionsfaktoren reguliert 
werden kann. Allerdings wurde der HELLS-Promotor als E2F3-Zielgen in dem ChIP-Seq Ex-
periment von HCT116 Zellen identifiziert (s. Anhang). 
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HELLS wurde schon zuvor in E2F-Überexpressionstudien mit anschließender Expressions-
analyse per Microarray als ein potenzielles Zielgen identifiziert [54] , auch wenn hier der Be-
weis für eine direkte Regulation nicht erbracht wurde. In dieser Studie wurde das Expressi-
onsprofil von MEFs nach Überexpression von E2F1 oder E2F3 bestimmt. Wie zuvor schon 
erwähnt, ergeben sich für die beiden Mitglieder der E2F-Familie unterschiedliche Gensigna-
turen, die wiederum prädiktiv für deregulierte E2F1- oder E2F3-Aktivität genutzt werden kön-
nen. Bei dem Vergleich der Listen mit den Genen, die als Prädiktor für E2F1 oder E2F3 fun-
gieren können, ergibt sich eine Überschneidung von nur einem einzelnen Gen, nämlich 
HELLS. Was die genaue biologische und funktionelle Bedeutung von dieser Regulation ist, 
bleibt zwar ungeklärt, jedoch legt dies nahe, dass es sich bei HELLS um einen vermutlich 
wichtigen neuen Bestandteil des pRB-E2F-Signalwegs handelt. 
 
 
4.1.6 HELLS und E2F3 sind in fortgeschrittenen Stadien des Prostatakarzinoms 
überexprimiert 
Die Rolle von E2F3 als Onkogen wurde schon in verschiedenen Publikationen sowohl in vitro 
[196]  als auch in vivo durch  Mausmodelle demonstriert [197, 198] . Konsistent mit diesen 
Daten kann man auch in verschiedenen humanen Tumorarten eine E2F3-Überexpression 
detektieren, so dass eine deregulierte E2F3-Expression wahrscheinlich auch in bestimmten 
Tumorentitäten zur Malignität beiträgt. Ein für E2F3 gut untersuchtes Beispiel ist das Prosta-
takarzinom, da hier eine erhöhte E2F3-Expression mit einer schlechteren Überlebensrate 
des Patienten korreliert. 
In Übereinstimmung mit vorigen Studien [145, 169, 199]  konnte auch in dieser Arbeit eine 
erhöhte E2F3-Expression in späten Stadien des Prostatakarzinoms demonstriert werden 
(Abb. 3.16A-B). Eine ähnliche Korrelation konnte auch für HELLS demonstriert werden (Abb. 
3.16A&C), so dass nicht nur E2F3 sondern auch sein essenzieller Kofaktor in diesen Tumo-
ren überexprimiert ist.  
Es ist besonders interessant, dass E2F3 und HELLS nur in den späteren, wesentlich ag-
gressiveren Stadien des Prostatakarzinoms überexprimiert sind, was nahe legt, dass E2F3 
und HELLS vermutlich nicht bei der eigentlichen Tumorinitiation, sondern bei der späteren 
Tumorprogression eine Rolle spielen. Welche genauen biologischen Prozesse in der Tumor-
progression von E2F3 und HELLS reguliert werden, ist allerdings noch unklar. 
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Jedoch legen die hier vorgelegten in vitro-Analysen nahe, dass diese Tumore, die E2F3 und 
HELLS überexprimieren, ein mögliches Ziel für pharmakologische Intervention bieten könn-
ten. Kleine Moleküle, welche die Interaktion von HELLS mit E2F3 inhibieren könnten, würden 
somit potenziell als Therapie für Prostatakarzinome in Frage kommen. Allerdings müsste 
zunächst an einem geeigneten Mausmodell überprüft werden, ob zum einen die Überex-
pression von E2F3 und/oder Depletion von pRB in der Prostata zu einem Tumorphänotyp 
führt, welcher durch die Deletion von HELLS vermindert werden kann. 
Da HELLS selbst ein E2F-Zielgen ist, kann im Moment nicht ausgeschlossen werden, dass 
es sich bei der beobachteten Überexpression von HELLS auch um einen sekundären Effekt 
handeln könnte, so dass die erhöhte E2F3-Expression zu einer erhöhten Transkription von 
HELLS (als E2F-Zielgen) führen würde. 
Die erhöhte E2F3-Expression kann jedoch nicht einfach auf eine erhöhte Proliferationsrate 
(und dadurch indirekt erhöhte E2F3-Level) zurückgeführt werden, da in allen immunhisto-
chemischen Studien (auch in dieser Arbeit) ein E2F3-Antikörper verwendet wurde, der so-
wohl das zellzyklusregulierte E2F3a als auch das konstitutiv exprimierte E2F3b erkennt. So-
mit werden durch diesen Antikörper nicht nur einfach Zellen erkannt, die sich gerade in der 
S-Phase befinden, wie es bei einem E2F3a-spezifischem Antikörper zu erwarten wäre. Un-
geklärt ist allerdings noch, was die molekulare Grundlage für die E2F3-Überexpression in 
Prostatakarzinomen ist, da hier keine Amplifikation von E2F3 wie im Harnblasenkarzinom 
nachgewiesen werden konnte [33, 145, 200] . 
 
4.1.7 Modell 
Die SNF2-ähnliche Helikase HELLS wurde bisher ausschließlich als ein Repressor beschrie-
ben [201] . Diese Repression wird vor allem über eine Interaktion mit den DNA-
Methyltransferasen DNMT3B und DNMT1 sowie den Histondeacetylasen HDAC1/2 vermittelt 
[138, 139] . Bei der Assoziation mit E2F3 konnten für HELLS keine reprimierenden Eigen-
schaften nachgewiesen werden. Hier wird HELLS vielmehr für die Induktion von E2F-
Zielgenen benötigt, so dass hier eine neue Funktion von HELLS als aktivierender Kofaktor 
beschrieben wird (Abb. 4.1). Interessanterweise bindet E2F3 an die gleiche Domäne von 
HELLS wie DNMT3B, so dass beide Proteine vermutlich um die gleiche Bindestelle kompe-
tieren. Hierdurch könnte verhindert werden, dass HELLS ebenfalls reprimierende Aktivitäten 
wie DNA-Methyltransferasen und HDACs an E2F-regulierte Promotoren rekrutieren würde, 
was allerdings deren Aktivierung behindern würde. Umgekehrt würde so ebenfalls verhindert, 
dass E2F3 und mögliche assoziierte Koaktivatoren zu HELLS-reprimierten Genen (wie be-
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stimmten Hox-Genen) rekrutiert würden, welche dann wiederum die Repression antagonisie-
ren würden. Gestützt wird diese Hypothese dadurch, dass E2F3 nicht am Hoxa7-Gen nach-
gewiesen werden konnte (Abb. 3.10C), welches von dem HELLS/DNMT3B-Komplex gebun-




Abb. 4.1: HELLS wirkt als Repressor in Assoziation mit DNMT3B und als Aktivator in 
Assoziation mit E2F3 
 
Welche Rolle HELLS genau an den E2F-regulierten Promotoren erfüllt, bleibt jedoch unklar. 
Zudem ist bis jetzt nicht geklärt, ob seine enzymatische Funktion für die Aktivierung von E2F-
Zielgenen benötigt wird, da die Überexpression der HELLS K254A Mutante allein keinen 
Effekt hatte. Somit wären mindestens zwei Modelle denkbar, welche die aktivierende Funkti-
on von HELLS an E2F-Zielgenen erklären könnten. In einem Rekrutierungsmodell (Abb. 
4.2A) wäre die aktivierende Funktion von HELLS unabhängig von dessen enzymatischer 
Funktion, da HELLS alleine als Strukturprotein zur Rekrutierung eines noch nicht identifizier-
ten Kofaktors fungieren würde. Ausgeschlossen werden kann hingegen die Möglichkeit, dass 
HELLS als Brückenmolekül zu einem noch nicht identifizierten sequenzspezifischen 
Transkriptionsfaktor dient. Dies wurde zum Beispiel für E2F3 und RYBP beschrieben [190] . 
Hier dient RYBP als Brückenmolekül zwischen E2F3 und dem Transkriptionsfaktor YY1, so 
dass Promotoren mit benachbarten E2F- und YY1-Bindestellen (zum Beispiel beim CDC6-
Promotor) von YY1 und E2F3 kooperativ gebunden werden. Da jedoch die DNA-Bindung 
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von HA-ER-E2F3 nach OHT-Induktion in HELLS-depletierten Zellen nicht vermindert (eher 
sogar verstärkt war) (Abb. 3.14A), ist eine kooperative HELLS-vermittelte DNA-Bindung von 
E2F3 mit einem anderen Transkriptionsfaktor sehr unwahrscheinlich. 
Als alternatives Modell hierzu besteht das Remodelling-Modell (Abb. 4.2B), welches davon 
ausgeht, dass HELLS nach der E2F3-vermittelten Rekrutierung an den Promotoren durch 
seine ATPase-Funktion als Chromatin-Remodelling-Enzym fungiert und so positiv auf die 
Induktion von E2F-Zielgenen wirkt. Durch Micrococcus-Nuklease-Verdau konnten keine Un-
terschiede in der translationalen Anordnung der Nukleosomen an dem CDC6-Promotor zwi-
schen kontrollinfizierten Zellen und HELLS-depletierten Zellen identifiziert werden (Daten 
hier nicht gezeigt). Jedoch könnte durch weitere Experimente, wie zum Beispiel DNase I-
Verdaus, die Lage der DNA auf den jeweiligen Nukleosomen und die potenzielle Verände-
rung nach HELLS-Depletion genauer untersucht werden. 
 
 
Abb. 4.2: Mögliche Modelle für HELLS als Kofaktor bei der Aktivierung von E2F-
Zielgenen 
 
Da HELLS selbst auf transkriptioneller Ebene von pRB negativ reguliert wird (Abb. 3.15), 
ergibt sich zusammen mit der Tatsache, dass HELLS selbst essenziell für die Aktivierung 
von E2F-Zielgenen ist (Abb. 3.12 & Abb. 3.14), ein zusätzlich interessantes Modell für die 
Wirkungsweise von pRB als Tumorsuppressor (Abb. 4.3). Bei Verlust von pRB kommt es 
somit zur Derepression der HELLS-Expression, so dass dieser E2F3-Kofaktor vermehrt 
exprimiert wird und dadurch zur ektopischen Aktivierung von E2F-Zielgenen zur Verfügung 
steht. Somit handelt es sich bei HELLS nicht nur um einen neuen E2F3-Interaktionspartner, 
sondern ebenfalls um ein neues transkriptionelles Zielgen im pRB/E2F-Signalweg. Vermut-
lich reguliert HELLS auch selbst seine eigene Transkription als E2F-Zielgen, da HELLS 
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selbst an allen untersuchten E2F-Zielgenen nachgewiesen werden konnte. Somit ergäbe 
sich hieraus ein positiver Rückkopplungsmechanismus (Abb. 4.3), da die aktivierenden 
E2F1-3 Transkriptionsfaktoren die Transkription von HELLS regulieren und HELLS daraufhin 
verstärkt an seinen eigenen Promotor binden könnte, um dessen Aktivität weiter zu verstär-
ken. Solche positiven Rückkopplungsmechanismen findet man sehr häufig in der Regulation 
des pRB/E2F-Signalwegs, so ist zum Beispiel Cyclin E, welches zusammen mit CDK2 pRB 
inaktiviert (Abb. 1.2), selbst ein direktes Ziel von E2F-Transkriptionsfaktoren [202] . Solche 
positiven Rückkopplungsmechanismen definieren laut mathematischen Modellierungen in 
Kombination mit Promotorstudien einen so genannten bistabilen Zustand, der sich spezifisch 
bei E2F-regulierten Promotoren findet [203]  und vermutlich den Restriktionspunkt mitdefi-
niert. Der Begriff bistabil bedeutet, dass in Abhängigkeit von der Serumkonzentration bei 
dem untersuchten E2F-regulierten Promotor nur zwei Aktivitätszustände detektiert werden 
konnten: aktiviert oder reprimiert. Dementsprechend gibt es nur zwei stabile und keine inter-
mediären Zustände von E2F-regulierten Promotoren. Dieser bistabile Schalter spielt vermut-
lich bei der Entscheidung am Restriktionspunkt für eine erneute Zellteilung oder einen Eintritt 
in die Qieszenz eine entscheidende Rolle. In wie weit HELLS selbst zu dieser Entscheidung 
beiträgt, müsste durch zusätzliche Experimente evaluiert werden. Ein interessanter Ansatz 
wäre zum Beispiel die Generierung von Hells-/- Rb-/- Mäusen und Hells-/- Rb-/-  MEFs. Hier 
wäre zu erwarten, dass diese Mäuse, in einer ähnlichen Weise wie E2f3-/- Rb-/- Mäuse [80] , 






Abb. 4.3: HELLS als neue Komponente des pRB/E2F-Signalwegs 
E2F1-3/DP Heterodimere binden an den HELLS Promotor und transaktivieren diesen, wäh-
rend pRB den HELLS Promotor reprimiert. Die E2F3/DP-HELLS Komplexe binden daraufhin 
an die Promotoren anderer E2F-Zielgene und vermutlich an den HELLS-Promotor (?), so 
dass eine positive Rückkopplungsschleife entsteht. 
 
 
4.2 Identifizierung neuer E2F3-Zielgene durch ChIP-Seq 
Auch wenn es von den Phänotypen der Knockoutmäuse her relativ eindeutig ist, dass E2F3 
den wichtigsten aktivierenden E2F-Transkriptionsfaktor darstellt, so ist es relativ erstaunlich, 
dass bis zu Beginn dieser Arbeit keine ChIP-on-Chip-Studie für E2F3 publiziert war. In der 
Zwischenzeit wurde eine Studie für E2F3 publiziert, welche die Rolle von E2F3 während der 
Myogenese untersucht [100] . In dieser Studie wurden ca. 1000 E2F3-Zielgene beschrieben, 
so dass diese Zahl um den Faktor 2,5 geringer ist, als in dieser Arbeit, da hier 2690 Gene 
identifiziert wurden. Somit konnten mit dem ChIP-Seq Ansatz über 1500 neue direkte E2F3-
Zielgene identifiziert werden. Unter den neu identifizierten Genen waren auch solche, die in 
biologischen Prozessen involviert sind, die bis jetzt noch nicht mit dem E2F/pRB-Signalweg 
in Verbindung gebracht wurden. Es konnten z. B. diverse Proteine der miRNA-Biogenese als 
direkte E2F3-Zielgene bestätigt werden (Abb. 3.19), so dass der pRB/E2F-Signalweg ver-
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mutlich auch die Prozessierung von miRNAs über die Regulation der Biogenesemaschinerie 
kontrolliert (Abb. 4.4). Konsistent mit der Beobachtung, dass diese Bestandteile der miRNA-
Biogenese direkte E2F-Zielgene sind, konnte in unserem Labor für DGCR8, EXP5, RHA und 
DICER zum Teil eine Derepression in Rb-/- MEFs und eine zellzyklusabhängige Expression 
demonstriert werden (Sebastian Memczak; unveröffentlichte Daten). Interessanterweise zei-
gen Dicer-/- MEFs genauso wie E2f3-/- MEFs eine Induktion von p19Arf und p53 [88, 204] . 
Allerdings kann, wie schon zuvor erwähnt, p19Arf durch verschiedenste Formen des Zell-
stress ausgelöst werden, so dass zunächst geklärt werden müsste, ob Teile der Effekte in 
E2f3-/- MEFs durch die gestörte Expression von DICER oder anderen Komponenten der 
miRNA-Biogenesemaschinerie in diesen Zellen erklärt werden könnten. 
Zusätzlich zu neuen proteinkodierenden Genen konnten 100 miRNAs selbst als potenzielle 
E2F3-Zielgene identifiziert werden. Diese Zahl ist allerdings womöglich noch unterschätzt, da 
als Referenz für die miRNA-Promotoren ein ChIP-Seq Experiment aus humanen Stammzel-
len verwendet wurde [175] . Dadurch können solche miRNA-Promotoren nicht identifiziert 
werden, welche in HCT116 Zellen aber nicht in humanen Stammzellen exprimiert werden. 
Für die identifizierten E2F3-regulierten miRNAs stellt sich die Frage, wie diese auf den Zell-
zyklus und andere E2F-regulierte Prozesse einwirken. Die Effekte von miRNAs auf die Ex-
pression ihrer Ziele sind in der Regel relativ mild [205]  und es wurde somit postuliert, dass 
miRNAs hauptsächlich in der Feinabstimmung der Proteinexpression wirken [174, 206] . 
Somit wäre es möglich, dass E2F3-regulierte miRNAs wiederum die transkriptionellen Ziele 
von E2F3 herunterregulieren, was eine Art Pufferfunktion für E2F3-regulierte miRNAs erge-






Abb. 4.4: Der pRB/E2F-Signalweg reguliert eine Vielzahl biologischer Prozesse 
Die in dieser Arbeit beschriebenen Funktionen sind rot hervorgehoben 
 
Ähnliches wurde für die einzige bis jetzt publizierte,  E2F3-regulierte miRNA beschrieben, da 
diese selbst wieder E2F1 und E2F3 herunterreguliert [99, 173] . Ein alternatives Modell hier-
zu wäre, dass die E2F3-induzierten miRNAs die anderen E2F-abhängigen biologischen Pro-
zesse wie z. B. Zellzyklusinduktion unterstützen würden. So könnten E2F3-regulierte miR-
NAs Zellzyklusinhibitoren als Ziele haben, so dass deren miRNA-vermittelte 
Herunterregulation den Übertritt in die S-Phase erleichtern würde. Ähnliches wurde für das 
E2F1-induzierte mir106b-25 miRNA-Cluster gezeigt, da die miRNAs in diesem Cluster zu 
einer Herunterregulation des p21CIP1 Zellzyklusinhibitors führen [207] . 
Um diese Fragen zu klären, müsste eine Auswahl der E2F3-gebundenen miRNAs auf solche 






Per Massenspektrometrie identifizierte potenzielle GST-E2F3b-Bindungspartner 
 
 
Gelstück  Anzahl der Peptide 
   
1 KU86 21 
 LMNA 13 
 KU70 6 
 ADT2 3 
 ADT3 3 
 ECHA 2 
 MPCP 1 
 COVA1 1 
 CLAP1 2 
 GPDM 2 
2 KU86 24 
 NDUS1 5 
 MIRO1 5 
 TF7L2 5 
 ADT2 1 
 DHX33 2 
 AFG32 1 
3 KU86 54 
 ADT2 1 
 NSMA3 1 
4 KU86 20 
 IMMT 8 
 NSMA3 3 
 ADT1 1 
 NUP93 1 
5 NUP93 26 
 KU86 18 
 NOC2L 12 
 IMMT 14 
 LBML3 2 
 ADT2 3 
 TFR1 1 
 CTNB1 1 
 PLSB 1 
6 NOC2L 18 
 LMBL3 10 
 DDX21 11 
 GCNL2 6 
 TFR1 5 
 AKAP8 6 
 PRKDC 4 
 ADT2 3 
 SP1 2 
 CTNB1 1 
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7 HELLS 19 
 NUCL 19 
 LMBL3 4 
 ADT2 6 
 PRKDC 9 
 SP1 1 
 NOC2L 5 
 GTPB2 2 
 DDX21 2 
 GCNL2 4 
  RBNS5 2 
 DOCK8 1 
 CCDC9 1 
8 NUCL 14 
 MSH2 8 
 TIF1B 10 
 ADT2 5 
 PRKDC 1 
 AT2A2 1 
 RL40 1 
 PGAP1 1 
 CTNA1 1 
 RFC1 1 
 SMBT1 1 
9 MYO1C 13 
 INT6 7 
 ZC11A 4 
 PRKDC 3 
 ZN148 1 
 NAT10 1 
 AT2A2 1 
 RB 1 
 INT5 1 
 LSD1 1 
 NU205 1 
 TIF1B 1 
10 PARP1 7 
 NAT10 8 
 HNRPU 5 
 MATR3 5 
 AT2A2 4 
 MYO1B 5 
 PRKDC 4 
 ADT2 5 
 INT3 2 
 U5S1 1 
 MYO6 1 
 ACADS 1 
 MPCP 1 
 MBB1A 1 
 RFC1 1 
 SMRA3 1 
 NU205 1 
11 PRKDC 5 
 NAT10 7 
 MYO1B 3 
 ADT1 2 
 SMRA3 2 
 MYO6 1 
 NOLC1 2 
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 MPCP 1 
 AHTF1 1 
 ZBED4 1 
 DDB1 1 
 MBB1A 1 
 DDX41 1 
12 PRKDC 11 
 CEBPZ 3 
 ADT1 3 
 LPPRC 2 
 MBB1A 1 
 RFC1 1 
 SHOC2 1 
 DPOG1 1 
 ARD1 1 
 SMCA1 1 
 SMCA5 1 
13 PRKDC 19 
 LPPRC 14 
 RFC1 7 
 MYO6 4 
 ADT2 2 
 ADT3A 1 
 DHX9 1 
 CLAP1 1 
14 PRKDC 20 
 MBB1A 17 
 TCRG1 2 
 RFC1 5 
 ADT3 4 
15 PRKDC 24 
 MBB1A 16 
 ADT2 5 
 MSH6 3 
 NU205 1 
16 PRKDC 34 
 NU205 7 
 ADT2 7 
 MPCP 1 
 GTR1 1 
 WRN 2 
 MBB1A 1 
 PGAP1 1 
 CND3 1 
 IMPA1 1 
17 PRKDC 53 
 NU205 25 
 ADT2 8 
 GTR1 1 
 TRRAP 1 
 MPCP 1 
 NUMA1 1 
 AT2A1 1 
 SHOC2 1 
 NPL4 1 
18 PRKDC 102 
 ADT2 11 
 ADT3 10 
 TRRAP 2 
 GTR1 1 
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 ACOD 1 
 MPCP 1 
 NOTC3 1 
 NUMA1 1 
19 PRKDC 121 
 ADT2 12 
 ADT3 11 
 ADT1 6 
 TRRAP 5 
 MPCP 5 
 ACOD 1 
 EF1A1 1 
 GTR1 2 
 PGAP1 1 
 CLAP1 1 
20 ADT2 23 
 ADT3 22 
 ADT1 14 
 PRKDC 13 
 MPCP 14 
 GPSN2 8 
 TMM33 4 
 DIC 3 
 S27A4 2 
 AT2A2 3 
 LBR 4 
 GTR1 2 
 ACOD 1 
 RS3 1 
 PLCE 2 
 S61A1 2 
 RAB13 2 
 DHCR7 1 
 STT3A 1 
 AT1A1 1 
 KU86 1 
 AHTF1 1 
 MOT4 1 






E2F3-gebundene miRNA-Promotoren (± 300 bp vom TSS nach Marson et al. 2008) 
hsa-let-7a-3-promotor 
hsa-let-7b-promotor       
hsa-let-7g-promotor 
hsa-let-7i-promotor       
hsa-mir-100871-promotor 
hsa-mir-101-2-promotor    
hsa-mir-103-1-promotor 
hsa-mir-103-2-promotor    
hsa-mir-107-promotor 
hsa-mir-124-3-promotor    
hsa-mir-130a-promotor 
hsa-mir-133b-promotor     
hsa-mir-135b-promotor 
hsa-mir-140-promotor      
hsa-mir-141-promotor 
hsa-mir-146b-promotor     
hsa-mir-148b-promotor 
hsa-mir-151-promotor      
hsa-mir-15a-promotor 
hsa-mir-15b-promotor      
hsa-mir-16-1-promotor 
hsa-mir-16-2-promotor     
hsa-mir-17-promotor 
hsa-mir-18a-promotor      
hsa-mir-191-promotor 
hsa-mir-193a-promotor     
hsa-mir-193b-promotor 
hsa-mir-196a-2-promotor   
hsa-mir-196b-promotor 
hsa-mir-199a-2-promotor   
hsa-mir-19a-promotor 
hsa-mir-19b-1-promotor    
hsa-mir-200c-promotor 
hsa-mir-203-promotor      
hsa-mir-206-promotor 
hsa-mir-20a-promotor      
hsa-mir-210-promotor 
hsa-mir-214-promotor      
hsa-mir-218-1-promotor 
hsa-mir-219-1-promotor    
hsa-mir-220c-promotor 
hsa-mir-22-promotor       
hsa-mir-26a-1-promotor 
hsa-mir-26a-2-promotor    
hsa-mir-301a-promotor 
hsa-mir-31-promotor       
hsa-mir-326-promotor 
hsa-mir-33b-promotor      
hsa-mir-340-promotor 
hsa-mir-342-promotor      
hsa-mir-365-1-promotor 
 




hsa-mir-454-promotor      
hsa-mir-484-promotor 
hsa-mir-491-promotor      
hsa-mir-548c-promotor 




hsa-mir-566-promotor      
hsa-mir-567-promotor 
hsa-mir-569-promotor      
hsa-mir-572-promotor 
hsa-mir-579-promotor      
hsa-mir-580-promotor 
hsa-mir-583-promotor      
hsa-mir-584-promotor 
hsa-mir-586-promotor      
hsa-mir-597-promotor 
hsa-mir-602-promotor      
hsa-mir-604-promotor 
hsa-mir-605-promotor      
hsa-mir-608-promotor 
hsa-mir-609-promotor      
hsa-mir-611-promotor 
hsa-mir-613-promotor      
hsa-mir-615-promotor 
hsa-mir-616-promotor      
hsa-mir-621-promotor 
hsa-mir-623-promotor      
hsa-mir-624-promotor 
hsa-mir-625-promotor      
hsa-mir-626-promotor 
hsa-mir-627-promotor      
hsa-mir-632-promotor 
hsa-mir-634-promotor      
hsa-mir-635-promotor 
hsa-mir-636-promotor      
hsa-mir-637-promotor 
hsa-mir-639-promotor      
hsa-mir-640-promotor 
hsa-mir-641-promotor      
hsa-mir-643-promotor 
hsa-mir-647-promotor      
hsa-mir-661-promotor 









!l  Mikroliter 




ARF  Alternative reading frame 
ATP  Adenosintriphosphat 
BrdU  5-Bromo-2-deoxyuridine 
bp Basenpaare 
BSA  Bovines Serumalbumin 




CDK  Cyclin-dependent kinase, Cyclin-abhängige Kinase 
ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 
CIP CDK inhibitory protein 
CKI  CDK-Inhibitor 
cDNA  copy DNA, Komplementäre DNA 
DAPI  4’,6’- Diamidino-2-Phenylindol 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
DEPC  Diethylpyrocarbonat 
d. h. das heißt 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DNase Desoxyribonuklease 
dNTP  Desoxynukleotidtriphosphat 
DP  Dimerization partner 
DTT  1,4-Dithiothreitol 
E2F  E2 binding factor 
ECL  Enhanced Chemiluminiscence 




FCS  Fötales Kälberserum 
G Guanin 
g Erdbeschleunigung 






HCF1 Host Cell Factor 1 
HDAC Histondeacetylase 
HDM Histondemethylase 




INK4  Inhibitor of Kinase 4 
IP Immunpräzipitation 
IVT in vitro Translation 
kb  Kilobasen 
kDa  Kilodalton 
LB Luria Bertani 
LSH Lymphoid-specific helicase 
mA Milliampere 
MEF  Mausembryonale Fibroblasten 
min  Minuten 
ml  Milliliter 
MLL Mixed Lineage Leukemia 
mM  Millimolar 
mRNA  Messenger RNA 
MW molecular weight, Molekulargewicht 
ng  Nanogramm 
NES nukleäres Exportsignal 
NLS nukleäre Lokalisationssignal 
PAGE Polyacrylamid-Gelektrophorese 
PASG Proliferation-associated SNF2-like gene 
PBS  Phosphat-gepufferte Saline 
PCR Polymerasen-Kettenreaktion 
PMSF  Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF  Polyvinylidenedifluorid 
qPCR  Quantitative PCR 
RNA  Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RNAi RNA-Interferenz 
RNAP II RNA-Polymerase II 
RNAP III RNA-Polymerase III 
rpm Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
pmol Pikomol 
pRb  Retinoblastoma-Protein 
sec  Sekunden 
Abkürzungsverzeichnis 
120 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SD Standard deviation, Standardabweichung 
SE Standard error, Standardfehler 
shRNA short hairpin RNA 
siRNA short interfering RNA 
S-Phase Synthese-Phase 
T Thymidin 
TEMED  Tetramethylethylendiamin 
TGF  Transforming growth factor 
Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan 
U Uracil 
ü. N. über Nacht 
v/v Volumen pro Volumne 
Wt  Wildtyp 
w/v weight per volume; Gewicht pro Volumen 
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